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เอทานอล การหมัก สารชวยทําละลาย 
  
กากมันสําปะหลังเปนกากของเหลือจากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง ซึ่งเปนหน่ึงใน     
ชีวมวลที่มีความสามารถสําหรับใชในการผลิตเอทานอล เน่ืองจากมีแปงและเสนใยเปนองคประกอบหลัก 
ซึ่งสามารถเปลี่ยนใหเปนเอทานอลได เน่ืองดวยวัตถุประสงคเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของการยอยดวย
เอนไซม จึงไดนําโพลีเอทิลีนไกลคอล (PEG) นํ้าหนักโมเลกุลและความเขมขนตางๆ มาใชในกระบวนการ
ยอยดวยเอนไซม พบวาความเขมขน 15 % w/v ของ PEG4000 สามารถชวยผลิตนํ้าตาลรีดิวสได 
85.80 กรัมตอลิตร จากกากมันสําปะหลังที่ความเขมขน 16% w/v โดยใชเอนไซมผสมของเซลลูเลส  
อะไมโลกลูโคซิเดส และพูลลูแลนแนส ที่สัดสวน 1: 1: 1 (% v/v) ในกระบวนการยอยเปนนํ้าตาลและ
การหมักแยกกันในถังหมักขนาด 5 ลิตร ทําใหไดเอทานอล 51.78 กรัมตอลิตร ซึ่งใหคา yield ของเอทา
นอลที่ 0.32 กรัมตอกรัมของกากมัน และมีความสามารถในการผลิตเอทานอลได 3.4 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง (ที่ชวง 6 ถึง 18 ช่ัวโมง ระหวางการหมัก) กระบวนการการเปลี่ยนกากมันสําปะหลังดวย
กระบวนการทางชีวภาพไปเปนเอทานอลสามารถเกิดไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยไมตองผาน
กระบวนการ pre-treatment และกระบวนการ detoxification นอกจากน้ี ระบบเอนไซมผสมน้ียัง
สามารถนําไปประยุกตใชไดกับผลิตภัณฑทางชีวภาพอ่ืน ๆ ที่มีความสําคัญกับเศรษฐกิจได 
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ABSTRACT 
 
 
Development of saccharification process of cassava residue using solubilizing 
agent for industrial ethanol production 
 
Ethanol, Fermentation, solubilizing agent 
 
Cassava pulp (CP), a by-product of the tapioca industry, is one of the potential 
starchy biomass resources that can be used for bioethanol production because it 
mainly contains starch and fiber which can be converted to ethanol. With the aim to 
improve the enzymatic hydrolysis efficiency, various molecular weights of polyethylene 
glycol (PEG) at different concentrations were applied to the enzymatic reaction. The 
15% (w/v) addition of PEG4000 showed the reducing sugar production (85.80 g/ L) by 
cellulase, amyloglucosidase (AMG), and pullulanase cocktail enzymes at a ratio of 1: 1: 
1 (% v/v) from 16% (w/v) of cassava pulp. In the 5L fermenter of the simultaneous 
hydrolysis and fermentation (SHF) process, the ethanol production reached to 51.78  
g/L which the ethanol yield was achieved at 0.32 g/g CP and the ethanol productivity 
was 3.4 g/L/h (from 6 h to 18 h of the fermentation period). These promising results 
indicated that the bioconversion of CP to ethanol is efficient, even without pre-
treatment and detoxification process. Furthermore, this cocktail enzyme system is 
applicable for production of various bio-products of economic importance. 
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บทที่ 1 
บทนํา 
 
1.1   ความสําคัญของงานวิจัย 
ประเทศไทยมีการสงเสริมการใชนํ้ามันแกสโซฮอลต้ังแตป 2544 จนถึงปจจุบัน ปริมาณการใช
นํ้ามันแกสโซฮอล (รวมแกสโซฮอล E10 ออกเทน 91, แกสโซฮอล E10 ออกเทน 95, แกสโซฮอล E20 
ออกเทน 95 และแกสโซฮอล E85) เพ่ิมขึ้นเปน 11.5 ลานลิตร/วัน (ขอมูลจากกรมพลังงานทดแทน และ
อนุรักษพลังงาน กระทรวงพลังงาน 2554) โดยที่แนวโนมการผลิตเอทานอล สําหรับใชผลิตแกสโซฮออล
สูงขึ้น ทั้งน้ีเน่ืองจากสวนตางระหวางราคานํ้ามันเบนซินและนํ้ามันแกสโซฮอลไดเพ่ิมสูงขึ้นมาก ทําให
ประชาชนหันไปนิยมใชนํ้ามัน E10 เน่ืองจากมีราคาถูก อีกทั้งรัฐบาลไดปรับลดอัตราภาษีสรรพสามิต
สําหรับรถยนต E20 ลง 5 % เมื่อวันที่ 9 พฤศจิกายน 2550 และมีผลบังคับใชต้ังแตวันที่ 1 มกราคม 
2551 และเพ่ือสนับสนุนการใชนํ้ามันที่มีสวนผสมของเอทานอลเพ่ิมมากข้ึนไปอีก คณะรัฐมนตรีไดมีมติ
เมื่อวันที่ 3 มิถุนายน 2551 เห็นชอบมาตรการภาษีเพ่ือสนับสนุนการใชนํ้ามัน E85 เปนการเพ่ิมเติม คือ 
1) ยกเวนอากรขาเขาช้ินสวนสําหรับรถยนต E85 ที่มีลักษณะเฉพาะเเละเปนอุปกรณหลักเพ่ือ
ปรับเปลี่ยนมาใชนํ้ามัน E85 และยังไมมีผลิตในประเทศ เปนการช่ัวคราว 3 ป และ 2) ลดอัตราภาษี
สรรพสามิตนํ้ามัน E85 จากเดิม 3.6850 บาท/ลิตร เหลือ 2.5795 บาท/ลิตร 
อยางไรก็ดีปญหาอุปสรรคของการสงเสริมการใชนํ้ามันแกสโซฮออล ในสวนของการผลิต เอ
ทานอล คือ ปญหาดานการขาดแคลนวัตถุดิบที่มีราคาถูก และราคาวัตถุดิบ เชน มันสําปะหลัง 
กากนํ้าตาล มีราคาสูงขึ้น ซึ่งแนวทางการแกไขจึงจําเปนตองมีการสงเสริมการปลูกมันสําปะหลัง ออย 
หรือ สงเสริมการปลูกพืชพลังงานอ่ืนๆ ที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอล เชน ขาวฟางหวาน เปนตน 
จากการวิเคราะหสถานภาพของวัตถุดิบที่ นํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตแกสโซฮอลล ไดแก
กากนํ้าตาล ออย และมันสําปะหลังน้ัน ออยและกากนํ้าตาลมีความสัมพันธกันในดานปริมาณ ปจจุบัน
ออยมีพ้ืนที่เพาะปลูกประมาณ 6 ลานไร มีปริมาณออยประมาณ 60 ลานตัน/ป ซึ่งยังไมเพียงพอกับการ
ความตองการของโรงงานนํ้าตาล ทั้งน้ีปริมาณกากนํ้าตาลมีสัดสวนประมาณรอยละ 5 ของออยสด (หรือ
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ประมาณ 3 ลานตัน/ป) ขณะที่ความตองการกากนํ้าตาลในประเทศแตละปมีประมาณ 1.5 ลานตัน ที่
เหลืออีกประมาณ 1.5 ลานตันใชสําหรับสงออก ซึ่งถาไมมีการสงออกกากนํ้าตาลจะสามารถนํา
กากนํ้าตาลน้ันมาผลิตเอทานอลไดประมาณ 0.8 ลานลิตร/วัน แตราคากากนํ้าตาล ณ ปจจุบันมีราคาสูง 
ประมาณ 4,800-5,200 บาท/ตัน ทําใหตนทุนการผลิตเอทานอลสูงจนโรงงานไมสามารถนํามาผลิตเอทา
นอลได  
จากขอมูลที่ผานมาพบวาโรงงานผลิตเอทานอลที่ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ เชน บ.ไทยงวน
แอลกอฮอล หรือ  บ.อินเตอรเนช่ันแนลแกสโซฮอล คอรเปอรเรชัน ยังทําการผลิตไดไมเต็มที่ ทั้งน้ีอาจ
มาจากสาเหตุหลายประการ แตที่เห็นไดชัดคือ ปญหาในการจัดหาวัตถุดิบ กลาวคือที่กําลังการผลิตเอทา
นอล 100,000 ลิตรตอวัน จะมีความตองการหัวมันสดประมาณ 600 ตันตอวัน ซึ่งมีมูลคาคอนขางสูงใน
แตละวัน และคิดเปนความตองการประมาณ 75% ของความตองการหัวมันสดของโรงงานแปงมัน
สําปะหลังขนาดใหญ (200 ตันแปงตอวัน หรือเทียบเทา 800 ตันหัวมันสดตอวัน) การจัดหาวัตถุดิบใน
ปริมาณมาก จึงจําเปนตองรวบรวมมาจากแหลงอ่ืนๆ ที่ไกลออกไป ดังน้ันการสรางโรงงานเอทานอลโดย
ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ จําเปนตองพิจารณาถึงปจจัยดานวัตถุดิบเปนสําคัญ วัตถุดิบที่นาจะจัดการ
ไดงายกวาในกรณีโรงงานเอทานอลจากมันสําปะหลัง จึงนาจะเปนมันเสนที่สามารถเก็บไวไดนานกวา
หัวมันสด อยางไรก็ตาม มันเสนมีตนทุนหรือราคาสูงกวาดวย 
สําหรับมันสําปะหลังพบวา มีพ้ืนที่เพาะปลูกประมาณ 6.5 ลานไร ผลผลิตเฉลี่ย 3 ตัน/ไร 
ประมาณการไดวาผลผลิตของประเทศในป 2552 จะมีประมาณ 20 ลานตัน (หัวมันสด) ซึ่งปริมาณ
ความตองการใชมันสําปะหลังมีเพียง 16 ลานตันในการผลิตแปง มันเสน มันอัดเม็ด ที่เหลือ 4 ลานตัน
สามารถนํามาผลิตเอทานอล นอกจากน้ีพบวา มันสําปะหลังยังมีศักยภาพในการเพ่ิมผลิตใหไดมากกวา 
3 ตัน/ไร (จนถึง 30 ตัน/ไร) ทําใหมีมันสําปะหลัง มาเปนวัตถุดิบผลิตเอทานอลมากพอโดยไมตองเพ่ิม
พ้ืนที่ปลูก และไมมีผลกระทบตอการบริโภคในประเทศ (กลาณรงค และคณะ 2544) 
การผลิตมันเสนของประเทศไทย โดยทั่วไปเกษตรกรรายใหญจะเปนผูผลิตเองโดยจะต้ังโรงงาน
ใกลกับพ้ืนที่ที่ปลูกมันสําปะหลัง เคร่ืองมือในโรงงานจะประกอบไปดวย เครื่องสับ รถตัก และ ทําการ
ตากแหงโดยใชลานตากซึ่งมักจะมีขนาดต้ังแต 5-10 ไร จนถึงเปน 100 ไร หัวมันสดจะถูกลําเลียงเขา
เครื่องสับ เมื่อไดมันเสนสดก็จะถูกนําไปลดความช้ืนโดยการตากในลานคอนกรีต มันเสนซึ่งตากในอยูใน
ลานจะถูกกลับโดยใชคราดซึ่งติดต้ังกับรถแทรกเตอร เมื่อมันเสนแหง (ความช้ืนประมาณ 14-15%) ก็จะ
ถูกรวมเปนกองโดยใชแทรกเตอร ซึ่งความตองการของมันเสนภายในประเทศไดสูงขึ้นอยางมากเน่ืองจาก
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นโยบายการผลิตเอทานอลสําหรับใชเปนเช้ือเพลิง ในประเทศและตางประเทศ ประกอบกับความ
ตองการมันเสนไปใชทดแทนขาวโพดเพ่ือผลิตอาหารสัตว น่ีทําใหความตองการมันเสนเพ่ิมข้ึนจาก 1.96 
ลานตัน ในป 2546 เปน 2.56 ลานตัน ในป 2547 (ปริมาณหัวมันสดที่ใชประมาณ 6.25 ลานตัน) และมี
แนวโนมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ 
 กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง ยังมีผลพลอยได (By-product) ในรูปของแข็งเกิดขึ้น คือ 
เปลือกมันและกากมัน โดยหัวมันสดหน่ึงตันจะใหปริมาณ เปลือกมัน และกากมัน ประมาณ 30 กิโลกรัม 
และ 60 กิโลกรัม ตามลําดับ  ในปจจุบันเปลือกมันถูกนําไปใชเปนวัสดุในการปลูกเห็ดและทําเปนอาหาร
สัตว สวนกากมันซึ่งมีสวนประกอบ (นํ้าหนักแหง) ไดแก แปง เสนใย โปรตีน ไขมัน และ เถา ใน
อัตราสวน 56%,  35.9%, 5.3%, 0.1% และ 2.7% ตามลําดับ กากมันที่ออกมาจากโรงงานจะมี
ความช้ืนสูง หรือ ประมาณ 60-70% และเปนแหลงอาหารที่ดีของจุลินทรีย จึงนําไปใชประโยชนไดยาก 
เน่ืองจากมีขอเสียก็คือ มีกลิ่นเหม็นซึ่งรบกวนกับชุมชนที่อยูรอบขาง ในปจจุบันไดมีการใชเอนไซมสอง
ชนิด คือ pectinase และ cellulose ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดแปง ทําใหไดกากแปงที่มีปริมาณ
แปงนอยลงและยังทําใหงายตอการอบแหง ปจจุบันกากมันจะลดความช้ืนโดยการตากบนพ้ืนคอนกรีต
ขนาดใหญในชวง 8 เดือนที่ไมมีฝนตก แตในชวงเดือนสิงหาคม ถึง เดือนพฤศจิกายน  
การพิจารณานําผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลัง คือ กากมันสําปะหลังมาใชเปน
วัตถุดิบผลิตเอทานอล โดยศึกษาใหครอบคลุมต้ังแตการแปรรูปกากมันสําปะหลัง (การลดความช้ืน การ
สกัดแปง)  จนถึงขั้นตอนการผลิตพลังงานในระดับตนแบบ จะทําใหเกิดการใชประโยชนไดอยางสูงสุด
ของการพัฒนาของประเทศ 
 
1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
1. เพ่ือทราบถึงปจจัยที่มีผลตอการยอยสลายแปงและเซลลูโลสดวยเอนไซมอะไมเลสและ
เซลลูเลส รวมกับสารชวยทําละลาย พรอมกับการทํางานของ ยีสต Saccharomyces 
cerevisiae ในกระบวนการหมัก 
2. เพ่ือศึกษาและพัฒนาตนแบบการผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลังโดยเทคนิคการยอย
ดวยเอนไซมอะไมเลสและเซลลูเลส รวมกับสารชวยทําละลาย พรอมกับการทํางานของ 
ยีสต S.cerevisiae ในกระบวนการหมัก 
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3. เพ่ือพัฒนาตนแบบระบบการผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลังสําหรับผลิตพลังงาน
ทดแทนขนาด 5  ลิตร 
 
1.3   สมมุติฐานของการทดลอง 
เอทานอลเพื่อใชเปนพลังงาน 
ประเทศไทยจําเปนตองนําเขาพลังงานเช้ือเพลิงที่ใชในภาคขนสงเกือบทั้งหมด ทําใหสูญเสีย
เงินตราไปตางประเทศเปนจํานวนมากกวาปละ 2 แสนลานบาท ซึ่งมีมูลคามากกวารายไดจากการสงออก
ขาว มันสําปะหลัง ยางพารา นํ้ามันปาลม และนํ้าตาลทรายรวมกัน ประกอบกับแนวโนมราคานํ้ามัน
เช้ือเพลิงมีแตจะสูงขึ้น โดยประเทศไทยแทบไมมีอํานาจตอรอง เพราะมีการนําเขานํ้ามันสวนยอย ซึ่งมี
ปริมาณไมถึงรอยละ 1 ของตลาดโลกเทาน้ัน วิกฤติการณดานพลังงานโดยเฉพาะราคานํ้ามันในตลาดโลก
ไดเกิดขึ้นอยางตอเน่ืองมาโดยตลอด สาเหตุหลักๆ มาจากการเกิดความขัดแยงของประเทศตาง ๆ ในภาค
ตะวันออกกลางซึ่งเปนแหลงนํ้ามันสําคัญของโลก สิ่งเหลาน้ีมีผลกระทบตอประเทศไทย เปนอุปสรรคของ
รัฐบาลในการแกปญหาเศรษฐกิจ 
การใชนํ้ามันปโตรเลียมซึ่งมีปริมาณจํากัด อาจจะหมดไปในเร็ววันน้ี ทําใหประเทศตาง ๆ ทั่วโลก
ตองเสาะแสวงหาแหลงเช้ือเพลิงและพลังงานจากทรัพยากรภายในประเทศเพ่ือทดแทนการนําเขา เชน 
การใชถานหิน พลังงานนิวเคลียร กาซธรรมชาติ เปนตน สําหรับประเทศไทย แหลงพลังงานดังกลาวใน
ปริมาณที่คอนขางจํากัดและในสัดสวนที่ไมเหมาะสม เชน การผลิตไฟฟาในปจจุบันตองใชกาซธรรมชาติ
ถึงรอยละ 70 ทําใหขาดเสถียรภาพดานพลังงานของประเทศ อยางไรก็ตาม ไทยเรายังมีแหลงพลังงานที่
สามารถผลิตไดเอง คือ พลังงานทดแทนจากพืชเกษตร ประกอบกับปญหาราคาพืชผลทางการเกษตร
ตกตํ่าอยางตอเน่ือง โดยเฉพาะพืชผลที่ตองพ่ึงพาตลาดตางประเทศ เชน ขาว ซึ่งสามารถผลิตไดประมาณ 
27 ลานตันตอป จากที่นา 78 ลานไร มันสําปะหลังมีพ้ืนที่ปลูกประมาณ 7 ลานไร ซึ่งสวนใหญจะปลูกใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและตะวันออก โดยมีจังหวัดนครราชสีมาปลูกมากเปนอันดับหน่ึง ทั้งประเทศ
จะสามารถผลิตหัวสดไดประมาณ 19 ลานตันตอป ราคาขายอยูในระดับ 2-3 บาทตอกิโลกรัมตาม
เปอรเซ็นตแปง ออย ก็มีสภาพไมตางกัน และจะมีผลผลิตออกมากกวา 50 ลานตัน จากพ้ืนที่ปลูก
ประมาณ 6 ลานไร  
การใชเช้ือเพลิงเอทานอล ในปจจุบัน ไดจากการนําเอาพืชผลทางการเกษตร เชน มันสําปะหลัง 
ออย กากนํ้าตาล มาแปรรูปดวยการยอยสลาย การหมัก และการกลั่น แลวนําเอาเอทานอลที่ไดมาผสม
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กับนํ้ามันเช้ือเพลิงปโตรเลียม หากนําไปผสมกับเบนซินเรียกวา กาซโซฮอล หากนํามาผสมกับนํ้ามันดีเซล 
เรียกวา ดีโซฮอล (Desohol) หรือใชโดยตรง (Neat Ethanol) ซึ่งมีหลายประเทศ นิยมใช เชน บราซิล 
สหรัฐอเมริกา และประเทศกลุมประชาคมยุโรป การใชเช้ือเพลิง         เอทานอลสงผลใหลดมลภาวะ
ทางอากาศ โดยเฉพาะคารบอนมอนอกไซด และสารประกอบไฮโดรคารบอนที่เผาไหมไมหมดซึ่งออกมา
จากทอไอเสียรถยนต และยังชวยลดจํานวนกาซคารบอนไดออกไซดในช้ันบรรยากาศที่มีผลกระทบ
โดยตรงตอสภาวะเรือนกระจก (Green House Effect)  
แนวความคิดเรื่องน้ี พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัว ทรงไดทดลองทั้งการผลิตและใชงานใน
โครงการสวนพระองคสวนจิตรลดา และไดมีการทดลองโดยการปโตรเลียมแหงประเทศไทย จนไดผลดี
มาแลว ตอมาเมื่อวันที่ 19 กันยายน 2543 คณะรัฐมนตรีไดมีมติเห็นชอบในหลักการ โครงการผลิต
แอลกอฮอลจากพืชเพ่ือใชเปนเช้ือเพลิง ตอมากระทรวงอุตสาหกรรมไดมีคําสั่งแตงต้ังคณะกรรมการเอทา
นอลแหงชาติ เมื่อวันที่  16 ตุลาคม 2543 โดยมี ปลัดกระทรวงอุตสาหกรรม เปนประธาน และ
ผูอํานวยการสํานักงานเศรษฐกิจอุตสาหกรรม เปนกรรมการและเลขานุการ คณะรัฐมนตรี ในการประชุม
เมื่อวันที่ 26 ธันวาคม 2543 ไดมีมติเห็นชอบแนวทางการสงเสริมและสนับสนุนการผลิตและการใชเอทา
นอลเปนเช้ือเพลิง ตามที่กระทรวงอุตสาหกรรมเสนอ ในการน้ีรัฐจะสนับสนุนใหภาคเอกชนลงทุนจัดต้ัง
โรงงานผลิตเอทานอลเปนเช้ือเพลิง และใหกระทรวงเกษตรและสหกรณกําหนดแผนการผลิตออยและมัน
สําปะหลัง เพ่ือรองรบัและสอดคลองกับการลงทุนผลิต เอทานอล  
จากการศึกษาสถานภาพของวัตถุดิบที่นํามาใชในการผลิตนํ้ามันกาซโซฮอล ซึ่งดําเนินการโดย
สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประกอบกับแผนยุทธศาสตรมันสําปะหลังและแผนพัฒนาการผลิต
ออยป 2545-2549 ของกระทรวงเกษตรและสหกรณ และในการประชุมคณะกรรมการ นโยบายพลังงาน
แหงชาติ เมื่อวันที่ 18 เมษายน 2545 และการประชุมคณะรัฐมนตรีเมื่อ 14 พฤษภาคม 2545 ไดมีมติ
รับทราบตามขอสรุปในดานวัตถุดิบสําหรับผลิตเอทานอล ดังน้ี  
1. พืชที่เหมาะสมสําหรับการนํามาใชเปนวัตถุดิบผลิตเอทานอลมากที่สุดคือ มันสําปะหลัง ซึ่งมี
ปริมาณสวนเกินของตลาดประมาณ 4 ลานตัน ตอป สามารถผลิต เอทานอลไดประมาณ 2 ลาน
ลิตร ตอวัน  
2. กากนํ้าตาลสามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบผลิตเอทานอลไดเฉพาะสวนที่เหลือจากการบริโภค 
ซึ่งมีประมาณ 0.8 ลานตัน ตอป ผลิตเอทานอลไดประมาณ 600,000 ลิตร ตอวัน  
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3. การใชออยเปนวัตถุดิบผลิตเอทานอลไมเหมาะสม เพราะปริมาณการผลิตออยยังไมเพียงพอ
กับความตองการของอุตสาหกรรมนํ้าตาล  
สําหรับกากนํ้าตาล (molasses) เปนผลิตภัณฑเหลือจากกระบวนการผลิตนํ้าตาลทรายจากพืชที่
ใหความหวาน เชน ออย หัวบีทชนิดหวาน (sugarbeet) เปนตน ปริมาณการผลิตของกากนํ้าตาลทั่วโลก
ประมาณ 125-130 ลานตันตอป ประมาณ 2 ใน 3 ไดมากจากออยและที่เหลือประมาณ 25% ไดมาจาก
หัวบีทชนิดหวาน  กากนํ้าตาลจะนําไปใชเปนสารอาหารสําหรับการหมักหลายชนิด ที่เหลือจะนําไปเปน
อาหารทั้งคนและสัตว กากนํ้าตาลประมาณ 75% ผลิตจากประเทศสหรัฐอเมริกาและเอเชีย กากนํ้าตาล
เปนนํ้าตาลที่ไมสามารถตกผลึกได ของแข็งที่ไมใชนํ้าตาล และสารเคมีตางๆ ทั้งอินทรียและอนินทรียใน
นํ้า  
โดยกากนํ้าตาลจะไดจากกระบวนการมีปริมาณมากถึงกวา 33% ของวัตถุต้ังตน กากนํ้าตาลที่ได
จากออยจะมี นํ้าตาลสูงถึง 48% เมื่อเทียบกับกากนํ้าตาลจากหัวบีทจะไมมี นํ้าตาลเลย จึงทําให
กากนํ้าตาลที่ไดจากออยซึ่งมีอยูเปนจํานวนมากและราคาถูก สามารถนํามาใชเปนสารอาหารสําหรับการ
เลี้ยงเช้ือยีสตในกระบวนการหมักเอทานอลไดโดยตรง ซึ่งตางจากมันสําปะหลังที่ตองผานกระบวนการ 
Saccharification เพ่ือเปลี่ยนแปงใหเปนนํ้าตาลกอน นอกจากน้ีกากนํ้าตาลยังมีสารอาหารอ่ืนๆที่จําเปน
ตอการหมัก เชน ไนโตรเจนอีกประมาณ 1% และแรธาตุๆอีกจํานวนมาก (http://www.suga-
lik.com/molasses/ composition. html) 
จากขอมูลดังกลาวขางตนแสดงใหเห็นวา ประเทศไทยมีศักยภาพในดานวัตถุดิบอยางเพียงพอที่
สามารถผลิตเอทานอลไดเกือบ 3 ลานลิตรตอวัน โดยไมมีการขยายพ้ืนที่เพาะปลูก ซึ่งมากเกินความ
ตองการใชเอทานอลในระยะแรกที่คาดวาจะไมเกิน 1 ลานลิตรตอวัน 
สํานักคุณภาพนํ้ามันเช้ือเพลิง กรมธุรกิจพลังงาน (กรมทะเบียนการคา) ไดรายงานไววาเอทา
นอลเปนสาร Oxygenated ชนิดหน่ึงซึ่งสามารถใชทดแทน Methyl Tertiary Buthyl (MTBE) ได ใน
ปจจุบันนํ้ามันเบนซินออกเทน 95 มีสาร MTBE ผสมในปริมาณรอยละ 5.5-11.0 โดยปริมาตร การ
นําเอาเอทานอลผสมในนํ้ามันเบนซินจะทําใหคุณสมบัติของนํ้ามันเบนซินเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม คือ คา
ความดันไอสูงขึ้นประมาณ 1 psi หรือ 6.9 kpa เมื่อใชเอทานอลรอยละ 10 คาอุณหภูมิการกลั่นที่
ปริมาตรรอยละ 50 ลดลง คุณสมบัติในการรวมตัวกับนํ้าลดตํ่าลงและจะทําใหการใชนํ้ามันเช้ือเพลิง
สิ้นเปลืองมากขึ้น (1-2%) เน่ืองจากมีคา Heating Value ตํ่า  
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นํ้ามันกาซโซฮอล คือ นํ้ามันเบนซินผสมเอทานอล (ใชความบริสุทธ์ิรอยละ 99.5 ขึ้นไป) สําหรับ
ประเทศไทย กรมทะเบียนการคาไดกําหนดคุณภาพของนํ้ามันกาซโซฮอล แยกออกจากนํ้ามันเบนซิน มี
คาความดันไอไมสูงกวา 65 กิโลปาสคาล (kpa) อุณหภูมิการกลั่นที่ปริมาตรรอยละ 50 ไมตํ่ากวา 65 
และไมสูงกวา 110 องศาเซลเซียส และใหมีการผสมเอทานอลไดในปริมาณรอยละ 10-12 โดยปริมาตร 
ในป 2544 ประเทศไทยมีการใชเบนซินออกเทน 95 ในปริมาณ 3,000 ลานลิตร ตองนําเขา MTBE ใน
ปริมาณ 187.464 ลานลิตร โดยมีราคาเฉลี่ยประมาณ 11.44 บาท ตอลิตร ดังน้ัน หากใชเอทานอล
ทดแทน MTBE ไดทั้งหมด สามารถประหยัดเงินไดประมาณ 2,144 ลานบาท แตตองผลิตเอทานอลไดไม
นอยกวาปละ 300 ลานลิตร จึงจะเพียงพอกับความตองการ  
จากการประชุมของคณะรัฐมนตรีเมื่อวันที่  30 กรกฎาคม 2545 ไดมีมติอนุมัติการขอต้ัง
โรงงานผลิตและจําหนายเอทานอลของผูประกอบการทั้ง 8 ราย ตามขอเสนอของคณะกรรมการ 
นโยบายพลังงานแหงชาติ ดังน้ี  
1. บริษั ท  พ รวิไล  อิน เตอร เน ช่ันแนล  กรุป  เท รด ด้ิ ง จํ ากั ด  อํ าเภอท า เรือ  จั งห วัด
พระนครศรีอยุธยา ผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต กําลังการผลิตไมเกิน 25,000 ลิตรตอวัน ใช
กากนํ้าตาลหรือมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ  
2. บริษัท ที.เอส.บี. เทรดด้ิง จํากัด (บริษัท ไทยอะโกร เอ็นเนอรย่ี จํากัด) อําเภอตาคลี จังหวัด
นครสวรรค ผลิตเอทานอลที่มีความบริสุทธ์ิของแอลกอฮอล 99.5 เปอรเซ็นต กําลังการผลิตไม
เกิน 150,000 ลิตรตอวัน ใชกากนํ้าตาลเปนวัตถุดิบ 
3. บริษัท อินเตอรเนช่ันแนล แกสโซฮอล คอรปอเรช่ัน จํากัด เขตชุมชนอุตสาหกรรมนครินทร-
อินดัสเตรียลปารค อําเภอบานคาย จังหวัดระยองจัดต้ัง ผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต ใน 
กําลังการผลิตไมเกิน 500,000 ลิตรตอวัน ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ 
4. บริษัท แสงโสม จํากัด อําเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม ติดต้ังหนวยผลิตเพ่ิมเติมใน
โรงงานผลิตแอลกอฮอลที่มีอยูเดิม เพ่ือผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต ผลิตไมเกิน 100,000 
ลิตรตอวัน และใชกากนํ้าตาลเปนวัตถุดิบ 
5. บริษัทไทยงวน เอทานอล จํากัด จังหวัดชัยภูมิ หรือขอนแกน ผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต 
ขนาดกําลังการผลิตไมเกิน 130,000 ลิตรตอวัน ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ 
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6. บริษัท นํ้าตาลขอนแกน จํากัด อําเภอนํ้าพอง จังหวัดขอนแกน ผลิตเอทานอล 99.5 
เปอรเซ็นต ขนาดกําลังการผลิตไมเกิน 85,000 ลิตร ตอวัน ใชกากนํ้าตาลหรือมันสําปะหลังเปน
วัตถุดิบ 
7. บริษัท อัลฟา เอ็นเนอรจี จํากัด อําเภอไพศาลี จังหวัดนครสวรรค ผลิตเอทานอล 99.5 
เปอรเซ็นต ผลิตไมเกินวันละ 212,000 ลิตรตอวัน ใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ 
8. บริษัท ไทยเนช่ันแนล พาวเวอร จํากัด นิคมอุตสาหกรรมสยาม อีทเทอรน อินดัสเตรียลปารค 
อําเภอปลวกแดง จังหวัดระยอง ผลิตเอทานอล 99.5 เปอรเซ็นต ผลิตไมเกิน 300,000 ลิตรตอ
วัน และใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ 
 ประธานกรรมการเอทานอลแหงชาติ ไดมอบใบอนุญาตต้ังโรงงานผลิตเอทานอลเพ่ือใชเปน
เช้ือเพลิงใหแกผูไดรับอนุญาตทั้ง 8 รายแลว เมื่อวันที่ 14 สิงหาคม 2545 โดยผูไดรับอนุญาตทั้ง 8 ราย 
จะตองปฏิบัติตามเอกสารขอเสนอโครงการ ซึ่งบริษัทไดย่ืนไวตามประกาศคณะกรรมการเอทานอล
แหงชาติ ลงวันที่ 20 กรกฎาคม 2544  
นอกจากผูประกอบการจํานวน 8 ราย ที่ไดรับอนุมัติใหดําเนินการจัดต้ังโรงงานผลิตเอทานอล
เปนเช้ือเพลิง ซึ่งมีขนาดกําลังการผลิตรวมกันทั้งสิ้น 1,502,000 ลิตร ตอวันแลว ยังมีผูประกอบการที่ได
ลงทุนจัดต้ังโรงงานผลิตเอทานอลเปนเช้ือเพลิงอีกจํานวน 12 ราย ซึ่งมีขนาดกําลังการผลิตรวมกันถึง 
4,530,000 ลานลิตร ตอวัน  
สําหรับนํ้ามันดีโซฮอล ซึ่งหมายถึง นํ้ามันดีเซลผสมแอลกอฮอล ในการผสมนํ้ามันดีโซฮอล
อาจจะใชเอทานอลความบริสุทธ์ิรอยละ 95 (Hydrated Ethanol) หรือสูงกวารอยละ 99 (Anhydrous 
Ethanol) ผสมกับนํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว แตตองมีการผสมสารเติมแตงประเภท Emulsifier เพ่ือชวยใหเอ
ทานอลละลายเปนเน้ือเดียวกับนํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว การผสมเอทานอลในนํ้ามันดีเซลหมุนเร็วทําให
คุณสมบัติทางเคมีและฟสิกสของนํ้ามันดีเซลหมุนเร็วเปลี่ยนไปบาง ที่สําคัญไดแก คาซีเทนนัมเบอร 
(Cetane Number) ลดลง และจุดวาบไฟของนํ้ามันดีโซฮอลมีคาตํ่ากวานํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว ดังน้ัน จึง
ตองชดเชยคาซีเทนนัมเบอรโดยการเติมสารเติมแตงประเภทเพ่ิมซีเทน (Cetane Improver) ลงไปเพ่ือ
เพ่ิมคาซีเทนนัมเบอรและตองเติมสารเติมแตงปองกันการกัดกรอน (Corrosion Inhibitor) เพ่ือปองกัน
หัวฉีดเช้ือเพลิงกัดกรอน สถาบันวิจัยและพัฒนา ปตท. ไดทดสอบการใชนํ้ามันดีโซฮอลกับรถโดยสาร ขส
มก. พบวา สามารถลดควันดําไดประมาณรอยละ 30-40  
 9 
เน่ืองจากปญหาดานราคาของวัตถุดิบที่ใชสําหรับการผลิตเอทานอลมีราคาสูงขึ้นอยางตอเน่ือง 
เน่ืองจากวัตถุดิบที่ใชในการผลิตหลักเกี่ยวของกับพืชอาหารที่ใชสําหรับการบริโภคและราคาอาหาร จึงมี
ผลทําใหตนทุนของการผลิตสูงขึ้นอยางมากในปจจุบัน ดังน้ัน งานวิจัยช้ินน้ีจะชวยใหการใชกากของเหลือ
จากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง มีประสิทธิภาพสูงสุดสําหรับการผลิตพลังงานทางเลือก ซึ่งเปน
พลังงานที่สะอาด และยังชวยลดมลภาวะที่เกิดจากกากของเสียเหลาน้ี นอกจากน้ัน คณะวิจัยยังคาดหวัง
วา การใชสารชวยทําละลายในกระบวนการยอยกากมันสําปะหลัง จะชวยลดตนทุนของการผลิตเอทา
นอลลง และอาจจะชวยสงเสริมใหอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลจากกาก สามารถเกิดขึ้นไดจากราคา
ของตนทุนการผลิตที่ลดลง 
 
1.4  ขอบเขตของโครงการวิจัย 
ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการยอยสลายแปงและเซลลูโลส ดวยเอนไซมอะไมเลสและเซลลูเลส 
รวมกับการใชสารชวยทําละลาย แลวทําการหมักดวยยีสต S.cerevisiae เพ่ือพัฒนาตนแบบระบบผลิต
เอทานอลจากกากมันสําปะหลังโดยใชยีสตสายพันธุที่สามารถใหผลผลิตเอทานอลสูง สําหรับการศึกษา
เปรียบเทียบความคุมคาการลงทุนกับลานมันหรือโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังจะใชลานมันในจังหวัด
นครราชสีมาในการศึกษาเปรียบเทียบ โดยจะดูจากคาอัตราผลตอบแทนภายในโครงการ (Internal 
Rate of Return) และคาอัตราสวนผลประโยชนสุทธิการลงทุน (Net Benefit Investment Ratio) 
 
1.5   ผลที่คาดวาจะไดรับ 
ผลสําเร็จและความคุมคาของการวิจัยน้ี จัดเปนผลสําเร็จตามเปาประสงค (G)   ซึ่งวัดไดจากได 
ซึ่งสามารถใชในการเรียนการสอน และการสาธิตการเอทานอลเพ่ือถายทอดเทคโนโลยีสูเกษตรกร หรือ
กลุมธุรกิจที่มีความสนใจ   สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลัง นอกจากน้ี
เกษตรกรหรือกลุมธุรกิจยังจะมีขอมูลที่สามารถใชในการประเมินความคุมคาในการผลิตเอทานอล 
นอกจากน้ียังสามารถแบงความคุมของงานวิจัยไดออกเปน ดานวิชาการ คือการปรับปรุง
เทคโนโลยีทางดานการผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลัง   ดานเศรษฐกิจ  จะเปนการชวยเพ่ิมมูลคา
ของกากมันสําปะหลังซึ่งเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตแปงมัน  อีกทั้งผลผลิตที่ไดยังสามารถ
นําไปเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตเอทานอลได  ดานสังคม  นอกจากน้ียังเปนการสงเสริมใหเกิดการสราง
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งานในชนบท ลดการทิ้งถิ่นเพ่ือเขาหางานทําในเมือง   ดานสิ่งแวดลอม ลดปญหาเรื่องกลิ่นอัน
เน่ืองมาจากการทําแหงกากมันไมทัน   
 
บทที่ 2 
ทบทวนงานวิจัย 
2.1 เชื้อเพลิงชีวภาพ 
ในปจจุบัน การขาดแคลนเช้ือเพลิงฟอสซิลของโลก การเพ่ิมขึ้นของราคานํ้ามัน และความ
กังวลดานสิ่งแวดลอม เปนปจจัยที่ทําใหตลาดของเช้ือเพลิงชีวภาพมีความสําคัญมากย่ิงขึ้น (USDA 
ERS, 2009) เช้ือเพลิงชีวภาพมีศักยภาพในการรักษาความมั่นคงดานพลังงานไดทั้งในประเทศและทั่ว
โลก ชนิดของเช้ือเพลิงชีวภาพที่ไดรับการการพัฒนาจะมีความสัมพันธกับความสามารถทางดาน
เทคโนโลยีและทางดานกฎหมายที่ที่แตละประเทศน้ันสนใจ เน่ืองจากมีความเกี่ยวของกับผลิตทางการ
เกษตร การผลิตอาหารและการพัฒนาทางดานสังคม ในขณะที่เช้ือเพลิงชีวภาพที่มีศักยภาพในการ
พัฒนาและมีความสําคัญในทางเศรษฐกิจ จะเกี่ยวของกับภาคการขนสงทางถนน เน่ืองจากในภาคการ
ขนสงมีการใชยานยนตที่ติดต้ังเครื่องยนตที่ใชเช้ือเพลิงเหลวในการเผาไหม จึงทําใหระบบของ
เช้ือเพลิงชีวภาพในภาคการขนสงน้ัน มุงเนนไปที่เช้ือเพลิงเหลวเชนนํ้ามันเบนซินและดีเซล (Ahman 
and Nilsson, 2008) เปนผลใหประเภทของผูใหบริการเช้ือเพลิงชีวภาพที่สามารถนํามาใชในระบบ
ของภาคการขนสงทางถนนมีความจําเพาะเจาะจงและมีความเกี่ยวของกับทางสังคมและทางเทคนิคที่
มีตอการขนสง (Hodson et al., 2010) เช้ือเพลิงชีวภาพเหลวที่เหมาะสมสําหรับการขนสงคือเอทา
นอล ซึ่งมีบทบาทสําคัญเน่ืองจากมีโครงสรางพ้ืนฐานที่สามารถผสมกับนํ้ามันเบนซินได ซึ่งมีผลในการ
ลดปริมาณการผลิตคารบอนไดออกไซดในภาคการขนสงและสามารถลดการพ่ึงพาเช้ือเพลิงฟอสซิลได 
โดยการลดการใชนํ้ามันเบนซินลง 
2.2 เอทานอล 
เอทานอลหรือเอทิลแอลกอฮอล (รูปที่ 2.1) เปนสารอินทรียที่สําคัญเน่ืองจากมีคุณสมบัติเฉ
พาและสามารถนําไปใชประโยชนไดหลากหลาย ในสภาวะปกติเอทานอลเปนของเหลวที่ระเหยงาย 
ไวไฟ ไมมีสีสามารถผสมกับนํ้าและตัวทําละลายที่ไมใชขั้ว 
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รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของเอทานอล (https://en.wikipedia.org/wiki/Ethanol) 
 
 กระบวนการผลิตเอทานอลมี 2 วิธีคือ การสังเคราะหจากปโตรเลียมและทางชีวภาพ การ
ผลิตเอทานอลโดยการสังเคราะหจากการเรงปฏิกิริยาไฮโดรเจนของเอทธิลีนในรูปไอและเปนผลพลอย
ไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี (Logsdon, 2006) เอทานอลที่ผลิตจากกระบวนการน้ีสวนใหญจะใช
เปนตัวทําละลาย (60%) และสารอนุภัณฑทางเคมี (40%) การผลิตเอทานอลจากการหมักมีสัดสวน 
93% ของการผลิตเอทานอลทั้งหมดในโลก เอทานอลที่ผลิตจากการหมักนํ้าตาลที่สกัดจากพืชเปน
สวนใหญ เช้ือยีสต Saccharomyces cerevisiae เปนจุลินทรียที่ นิยมใชในการผลิตเอทานอล 
เน่ืองจากความสามารถในการผลิตเอทานอลสูงและมีความทนทานตอความเขมขนของเอทานอลสูง
มาก เอทานอลที่ผลิตสวนใหญจะใชเปนเช้ือเพลิงชีวภาพ (92%); และเครื่องด่ืมแอลกอฮอล (4%) 
(Logsdon, 2006) 
ในการผลิตเอทานอลเชิงพาณิชยเพ่ือใชเปนพลังงานทดแทน นํ้าตาลและแปงจะถูกใชเปน
แหลงอาหารคารบอนในกระบวนการหมัก ในขณะที่เอทานอลจากชีวมวลไดเริ่มตนการผลิตในป 2556 
(Balan et al. 2013) สหรัฐอเมริกาและบราซิลเปนประเทศแนวหนาในการผลิตเอทานอล 
สหรัฐอเมริกามีการใชแปงขาวโพดสวนบราซิลจะใชออยในการผลิตเอทานอล โดยในป พ.ศ. 2558 ทั้ง
สองประเทศสามารถผลิตเอทานอลรวมกันไดถึง 21,793 ลานลิตร คิดเปน 85% ของการผลิตในโลก
ในปน้ัน (รูปที่ 2.2) 
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รูปที่ 2.2 การผลิตเอทานอลจากเช้ือเพลิงโลก ในป พ.ศ. 2558 (ประเทศ พันลานลิตร, สวนแบงการ
ผลิตทั่วโลก) (RFA, 2016). 
 
ในบราซิลวัตถุดิบหลักคือออย ในขณะที่สหรัฐอเมริกาใชขาวโพดในการผลิตเอทานอล 
(Monceaux, 2009 Amorim and Lopes, 2009) ออย ขาวโพดและขาวฟางเปนพืช C4 ที่มี
ประสิทธิภาพสูงในการสังเคราะหแสงโดยใช CO2 และนํ้า ในการผลิตนํ้าตาลและโพลิเมอร เชนแปง 
เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ในกระบวนการน้ีใชพลังงานแสงอาทิตยเพ่ือตรึงคารบอนและปลอย
ออกซิเจนออกสูอากาศ (Sage and Monson, 1999) ซึ่งเปนผลใหคารบอนไดออกไซดที่เกิดจากการ
เผาผลาญเอทานอล จะถูกรีไซเคิลเปนวัฎจักรโดยการสังเคราะหแสง (รูปที่ 2.3) 
 
 
 
 
 
 
Thailand 334; 1% 
 
 
 
European Union 1,387; 5% 
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รูปที่ 2.3 ในการสังเคราะหแสง ออยใชคารบอนไดออกไซด (CO2) นํ้า (H2O) และพลังงานจาก
แสงอาทิตย เพ่ือผลิตนํ้าตาลและโพลีแซคคาไรด และปลดปลอยออกซิเจน (O2) ออกสูช้ัน
บรรยากาศ หลังจากการเก็บเกี่ยวและหีบออย นํ้าตาลจะถูกหมักโดยยีสตและเปลี่ยนเปน
เอทานอล ซึ่งจะถูกแยกออกโดยการกลั่นและใชเปนเช้ือเพลิงชีวภาพในรถยนต การเผา
ผลาญเอทานอลทําใหเกิดกาซคารบอนไดออกไซดที่กลับสูช้ันบรรยากาศทําใหเกิดเปนวัฎ
จักร (Lopes et al. 2016) 
 
เอทานอลสามารถผลิตไดจากวัตถุดิบหลากหลายประเภท เชน นํ้าตาล ไดแก นํ้าออยและ
กากนํ้าตาล ตลอดจนวัสดุที่ทําจากแปง เชน ขาวสาลีและขาวโพด (Jones et al., 1994) อยางไรก็
ตาม เทคโนโลยีการผลิตเอทานอลจากพืชมีมีแปงและนํ้าตาลเปนองคประกอบอาจไมเปนผลิตในระยะ
ยาว เน่ืองจากการปลูกขาวโพดสําหรับการผลิตเอทานอลจะมีทําใหเกิดการแขงขันและเบียดเบียน
พ้ืนที่เพาะปลูกพืชชนิดอ่ืน และมีผลคุกคามตอความมั่นคงดานอาหารของประเทศ (Giampietro et 
al., 1997) 
2.3 การหมักเอทานอล 
 ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล ยีสตเปนจุลินทรียที่สําคัญในการหมักนํ้าตาลไปเปน       
เอทานอล ซึ่งเปนกระบวนการที่สําคัญกระบวนการหน่ึงสําหรับอุตสาหกรรม เช้ือยีสตสายพันธุ        
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S. cerevisiae, S. uvarum (carlsbergensis), Schizosacchromyces pombe แ ล ะ 
Kluyveromyces species เปนสายพันธุหลักที่นิยมใชในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล 
ยีสตจะใชนํ้าตาลกลูโคสและใหผลผลิตเปนเอทานอลโดยกระบวนการไกลโคไลซิส ปฏิกิริยา
โดยรวมจะเกิดดังในรูปที่ 2.4 นํ้าตาลกลูโคส 1 โมล จะสามารถผลิต 2 โมลของเอทานอล 2 โมลของ
คารบอนไดออกไซด และ 2 โมลของเอทีพี ดังน้ันในแตละกรัมของนํ้าหนักกลูโคสจะสามารถให
แอลกอฮอลไดถึง 51% ในทางปฏิบัติ ผลผลิตของเอทานอลที่ไดจากการหมักจะไมเกินรอยละ 90-95 
ของคาทางทฤษฎี แตเน่ืองจากการเติมสารอาหารบางชนิดที่จะนําไปใชในกระบวนการเมทาโบลิซึม
เพ่ือการสังเคราะหสารชีวมวลใหมและใชในปฏิกิริยาอ่ืน ๆ เกี่ยวกับการบํารุงรักษาเซลล หรือ
ปฏิกิริยาขางเคียงอ่ืนๆ ที่เกิดขึ้นในระหวางการหมัก (โดยปกติจะเปนกลีเซอรอล) ซึ่งสามารถผลิตได
มากถึง 4-5% ของสารต้ังตน ซึ่งหากสามารถกระบวนการเหลาน้ีได จะทําใหประสิทธิภาพของ
กระบวนการผลิตเพ่ิมขึ้นประมาณ 2.7% (Roehr, 2001) 
 
 
 
รูปที่ 2.4 กระบวนการหมักเอทานอล (Norr et al., 2003) 
 
การรีดิวสของ NADH ที่ถูกผลิตในกระบวนการไกลโคไลซิส จะถูกสงไปยังไปยังตัวรับ
อิเล็กตรอนและถูกเปลี่ยนเปน NAD+ เพ่ือนํากลับมาใชใหม acetaldehyde ซึ่งเปนผลิตภัณฑจาก
2ATP
2 Pyruvate 2 Acetaldehyde
2 Ethanol
Pyruvate decarboxylase
Alcohol-
dehydrogenase
2 CO2
2 NADH + 2 H+
2NAD+
Glucose
2ADP
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กระบวนการ decarboxylation ของไพรูเวท จะทําหนาที่ เปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายใน
กระบวนการหมักเอทานอล ซึ่งมีเอนไซมเกี่ยวของในปฏิกิริยา 2 ปฏิกิริยา โดยในขั้นตอนแรก  
เอนไซม  pyruvate decarboxylase จะทําการ decarboxylate กรดไพรู วิก โดยมี thiamine 
pyrophosphate เปน cofactor ในขั้นตอนที่สอง จะเกิดปฎิกิริยารีดิวสของ acetaldehyde เปน  
เอทานอล โดย NADH ซึ่งปฏิกิริยาน้ีจะถูกเรงดวยเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส ซึ่งจะถูกกระตุน
ดวย Zn2+ (Ribéreau-Gayon et al., 2000) 
2.4 ชีวมวลทีมี่ลิกโนเซลลูโลส 
ชีวมวลที่มีลิกโนเซลลูโลสเปนชีวมวลที่มีองคประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 
ไดแก เศษวัสดุเหลือทิ้งจากไม เศษวัสดุจากการเกษตร เชน ฟางขาว ชานออย ซังขาวโพด แกลบ และ
กากมันสําปะหลัง ซึ่งสามารถใชเปนแหลงวัตถุดิบทดแทนประสิทธิภาพแทนที่แหลงวัตถุดิบที่มีแปง
และนํ้าตาลเปนองคประกอบ ลิกโนเซลลูโลสเปนวัตถุดิบที่ ไดรับการยอมรับวาเปนวัสดุที่มี
ประสิทธิภาพสูงที่สามารถใชในการขับเคลื่อนระบบการผลิตพลังงานทางเลือก เน่ืองจากวัตถุดิบ
เหลาน้ีมีอยูอยางมากมาย มีราคาถูก และมีองคประกอบของโพลีแซคคาไรดสูง (เซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลส) (Fujii et al., 2009) จากการมุงเนนในการวิจัยและการพัฒนาเกี่ยวกับวัสดุลิกโนเซลลูโลส
ในทศวรรษที่ผานมา ทําใหวัตถุดิบเหลาน้ีไดรับการยอมรับและเปนแหลงวัตถุดิบที่มีความสําคัญ
สําหรับการผลิตเอทานอลในอนาคต (Taherzadeh et al., 2007) 
ลิกโนเซลลูโลสเปนสวนประกอบสําคัญของพืชที่ใหโครงสรางและมักมีอยูในราก ลําตนและใบ 
โดยผนังเซลลของพืช (รูปที่ 2.5) ทําจากเซลลูโลส (C6H10O5)n, เฮมิเซลลูโลส (C5H804)m, ลิกนิน 
[C9H10O3(OCH3)0.9-1.7]x, เปกติน และ glycosylated proteins (Nanda et al., 2013) ชีวมวลที่มี
ลิกโนเซลลูโลสทั่วไปมีองคประกอบของเซลลูโลส 35-55%, เฮมิเซลลูโลส 20-40% และ ลิกนิน 15-
25% (Sukumaran et al., 2010) 
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รูปที ่2.5 สวนประกอบของชีวมวลที่มีลิกโนเซลลูโลส (Ratanakhanokchai et al., 2013). 
บทที่ 3 
วิธีการศึกษา 
3.1 วัตถุดิบ 
กากมันสําปะหลังสดจากบริษัท สงวนวงษอุตสาหกรรม จํากัด ถูกตากแดดจนความช้ืนนอย
กวา 10% (w/w) เมื่อแหง กากมันสําปะหลังจะถูกนําไปบดเปนผงละเอียดโดยใชเครื่องบด Cross-
Beater (Glen Mill Corp. , Maywood, NJ, USA) และรอนผานตะแกรงขนาด 250 เมช จากน้ัน นํา
กากมันที่รอนไดใสถุงพลาสติกและเก็บในโถพลาสติกที่มีสารดูดความช้ืนจนกระทั่งใชตอไป 
3.2 เอนไซม 
เอนไซมที่ใชในการทดลองไดแก เอนไซมเซลลูเลส (Cellic CTec2; 150 filter paper unit 
(FPU)/mL) เอนไซมอะไมเลส (Termamyl SC; 120 kiloNovo unit (KNU)/g) เอนไซมอะไมโลกลู
โคซิเดส (AMG 300L; 300 unit/mL) พลูลูแลนเนส (Promozyme D2; 1350 new pullulanase 
unit Novo (NPUN)/g) เฮมิเซลลูเลส (0.3-3.0 unit/mg) และไซแลนเนส (≥2500 unit/g)  
3.3 เชื้อจุลินทรีย 
ในการทดลอง ยีสตสายพันธุ S. cerevisiae L3109 ถูกใชในการหมักเอทานอล ซึ่งไดรับจาก
สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
3.4 วิธีการวิเคราะห 
3.4.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี 
คาของปริมาณความช้ืน ปริมาณเสนใย ปริมาณของไนโตรเจน ปริมาณของไขมัน ปริมาณ
ของเถา และปริมาณของคารโบไฮเดรต ไดถูกทําการวิเคราะหโดยวิธีการวิเคราะหของ AOAC (1990) 
การวิเคราะหหาปริมาณของเย่ือใยที่สกัดดวยสารละลายที่เปนกลาง  (neutral  detergent  fiber , 
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NDF) ปริมาณของลิกโนเซลลูโลส (acid detergent fiber, ADF) และปริมาณของลิกนิน (acid 
dertergent lignin, ADL) โดยวิธี detergent analysis (Van Soest et al., 1991) 
3.4.2 การวิเคราะหหาปริมาณของน้ําตาลรีดิวส 
 ปริมาณของนํ้าตาลรีดิวสจะถูกวิเคราะหโดยวิธี DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) (Miller, 
1959) โดยใชปริมาตรของตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DNS 1 มิลลิลิตร (ในปริมาตร      
1 ลิตร ของสารละลาย DNS จะประกอบดวย 10 กรัมของ 3,5-dinitrosalicylic acid 300 กรัมของ 
potassium sodium tartrate ที่ละลายดวย 200 มิลลิลิตรของ 2N โซเดียมไฮดรอกไซด และทําการ
ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวยนํ้า RO) ทําการผสม และนําไปตมในนํ้าเดือดเปนเวลา 5 นาที และ
นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  
 3.4.3 การวิเคราะหหาปริมาณของเอทานอล 
 ทําการวิเคราะห โดยใชเครื่อง GC รุน AutoSystem XL, Perkin Elmer, U.S.A คอลัมน
แบบ capillary PE-1 ที่อุณหภูมิ 250 และ 300 องศาเซลเซียส โดยใชกาซฮีเลียมเปน carrier gas 
การวิเคราะหปริมาณเอทานอลของตัวอยางจะเทียบจากกราฟของสารมาตรฐานเอทานอล 
 3.4.4 การวิเคราะหการเจริญของยีสต 
การวัดการเจริญของเซลลยีสต วัดโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโน
เมตร โดยใชอาหาร YM เปน blank  
การวัดมวลเซลล  วัดโดยนําอาหารที่มีเซลลยีสตเจริญอยูปริมาตร 50 มิลลิลิตร กรองผาน
แผนกรอง cellulose acetate (13mm, 0.45µm, Whatman, England) แลวลางเซลลดวยนํ้า 
deionized แลวนําไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  การวิเคราะหมวล
เซลลจะคํานวณจากนํ้าหนักเซลลแหง (กรัม/ลิตร) 
 3.4.5 การวิเคราะหคาจลพลศาสตรของการหมัก 
ศึกษาหาคาจลพลศาสตรตางๆ ไดแก อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate), อัตรา
การใชนํ้าตาล (consumption rate), อัตราการผลิตผลิตภัณฑ (productivity) และคา yield เปนตน 
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อัตราการเจริญจําเพาะ  =  (In X2 – In X1) / (t2 – t1) 
 X1, X2 เปนปริมาณของเซลล ณ เวลาที่ t1 และ t2 
 
อัตราการใชนํ้าตาล = (C2 – C1) / (t2 – t1) 
 C1, C2 เปนความเขมขนของนํ้าตาล ณ เวลาที่ t1 และ t2 
 
อัตราการผลิตผลิตภัณฑ = (P2 – P1) / (t2 – t1) 
P1, P2 เปนของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น ณ เวลาที่ t1 และ t2 
 
คา Yield = (Ci – Cf) / (Pf – Pi) 
 Ci เปนความเขมขนของนํ้าตาลเริ่มตน 
 Cf ความเขมขนของนํ้าตาลหลังจากการหมัก 
 Pi เปนความเขมขนผลิตภัณฑกอนการหมัก 
 Pf เปนความเขมขนผลิตภัณฑหลังการหมัก 
 
3.5 การทดสอบผลของปริมาณกากมันแหงตอความสามารถในการผลิตน้ําตาลรีดิวสดวย
เอนไซมอะไมเลสและอะไมโลกลโูคซิเดส 
 ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ 4, 8, 12, 16, 20 และ 24 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร
ไดถูกนํามาทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยนํากากมันแหงปริมาณตางๆ ใสในขวดและปรับปริมาตรเปน 98 มิลลิลิตร 
ดวยนํ้า RO และนําไปบมที่ 80 องศาเซลเซียส ในตูเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 
30 นาที หลังจากน้ัน นํามาเติมเอนไซม Termamyl SC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (144 KNU) และบมที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ในตูเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และนํามา
เติมเอนไซม AMG 300L ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (300 U) นําไปบมที่ 60 องศาเซลเซียส ในตูเขยาที่
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากน้ันนําตัวอยางที่ผานการยอยแลวไปแยกกาก
โดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ของเหลวที่ไดจากการยอยจะ
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ถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหาปริมาณของนํ้าตาลรีดิวส โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติม
เอนไซมที่ความเขมขนตางๆ ของกากมัน 
3.6 การทดสอบผลของการเติมแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ตอประสิทธิภาพของการยอยเพื่อการ
ผลิตน้ําตาลรีดิวส 
 ในการทดลองผลของการเติม CaCl2 ตอประสิทธิภาพของการยอย จะทําการทดสอบโดยแบง
ออกเปน 2 กลุมคือ เอนไซมสําหรับยอยแปง (Amylolytic enzyme) และเอนไซมสําหรับยอยเสนใย 
(cellulolytic enzyme) โดยใชกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมในปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ
เอนไซมที่ความเขมขน 1% โดยปริมาตรของเอนไซมแตละชนิด ดังแสดงในตารางที่ 3.1 ปริมาณของ
นํ้าตาลรีดิวสที่ผลิตไดจากการยอยของเอนไซมจะถูกวิเคราะหที่เวลา 3, 6 และ 9 ช่ัวโมง โดย
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเอนไซม 
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ตารางที่ 3.1 ชุดการทดสอบการศึกษาผลของ CaCl2 ตอการยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม โดย
ใชกากมันที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร 
 ชุดการทดสอบ 
2 mM 
CaCl2 
Debranching 
enzyme 
Termamyl 
SC 
AMG 
300L 
T=40°C 
t = 0-3 h 
T=80°C 
t= 3-6 h 
T=60°C 
t=6-9 h 
A
m
yl
o
ly
ti
c 
en
zy
m
e 
Control X X X X 
Termamyl X X O X 
Termamyl+CaCl2 O X O X 
AMG X X X O 
AMG+CaCl2 O X X O 
Termamyl+AMG X X O O 
Termamyl+AMG+CaCl2 O X X X 
Pullulanase X Pullulanase O O 
Pullulanase+CaCl2 O Pullulanase O O 
C
el
lu
lo
ly
ti
c 
en
zy
m
e 
Xylanase X Xylanase O O 
Xylanase+CaCl2 O Xylanase O O 
Hemicellulase X Hemicellulase O O 
Hemicellulase+CaCl2 O Hemicellulase O O 
Cellulase X Cellulase O O 
Cellulase+CaCl2 O Cellulase O O 
X= No added; O=Added 
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3.7 ผลของ debranching enzyme ตอประสิทธิภาพในการผลิตน้ําตาลรีดิวส 
ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา
ทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร โดย 1 มิลลิลิตรของเอนไซมแตละชนิดจะถูกเติมในกากมัน ดังแสดงในตารางที่ 3.2 จากน้ัน
นําตัวอยางที่ผานการยอยแลวไปแยกกากโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที ของเหลวที่ไดจากการยอยจะถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหาปริมาณของนํ้าตาลรีดิวส 
โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเอนไซมที่ความเขมขนตางๆ ของกากมัน 
 
ตารางที่ 3.2 ชุดการทดสอบการศึกษาผลของ debranching enzyme ตอการยอยกากมันสําปะหลัง
ดวยเอนไซม โดยใชกากมันที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร 
ชุดการทดสอบ 
Debranching enzyme 
Termamyl 
SC 
AMG 300L 
T=40°C 
t = 0-3 h 
T=80°C 
t= 3-6 h 
T=60°C 
t=6-9 h 
Control X X X 
Xylanase Xylanase O O 
Cellulase Cellulase O O 
Pullulanase Pullulanase O O 
Xylanase+Cellulase Xylanase+Cellulase O O 
Xylanase+Pullulanase Xylanase+Pullulanase O O 
Xylanase+Cellulase+ 
Pullulanase 
Xylanase+Cellulase+ 
Pullulanase 
O O 
X= No added; O=Added 
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3.8 การปรับปรุงขั้นตอนการเติมเอนไซมเพื่อการผลิตน้ําตาลรีดิวสจากกากมันสําปะหลัง 
ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา
ทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร การทดลองจะแบงออกเปน การเติมเอนไซมแบบสองข้ันตอนและการเติมเอนไซมแบบ
ขั้นตอนเดียว โดย 1 มิลลิลิตรของเอนไซมแตละชนิดจะถูกเติมในกากมัน ดังแสดงในตารางที่ 3.3 
จากน้ันนําตัวอยางที่ผานการยอยแลวไปแยกกากโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที ของเหลวที่ไดจากการยอยจะถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหาปริมาณของนํ้าตาล
รีดิวส โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเอนไซมที่ความเขมขนตางๆ ของกากมัน 
 
ตารางที่ 3.3 ขั้นตอนการเติมเอนไซม 
ชุดการทดสอบ 
Step I Step II 
T=60°C 
t = 0-3 h 
T=60°C 
t= 3-6 h 
Control X X 
AMG AMG X 
Cel+AMG Cellulase AMG 
Cel/AMG Cellulase+AMG X 
Cel/Pul+AMG Cellulase+Pullulanase AMG 
Cel/Pul/AMG Cellulase+Pullulanase+AMG X 
X= No added 
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3.9 การปรับปรุงประสิทธิภาพการยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม โดยการเติม PEG 
 ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา
ทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร โดยทําการเติม PEG ขนาดนํ้าหลักโมเลกุลตางๆ ไดแก PEG200, PEG400, PEG600, 
PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ที่ความเขมขน 100, 200, 300, 400, 500 และ 
600 กรัมตอลิตร รวมกับเอนไซม cellulase: pullulanase: AMG ที่สัดสวน 1: 1: 1 โดยปริมาตร 
จากน้ันนําตัวอยางที่ผานการยอยแลวไปแยกกากโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที ของเหลวที่ไดจากการยอย (hydrolysates) จะถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหา
ปริมาณของนํ้าตาลรีดิวส โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเอนไซมที่ความเขมขนตางๆ 
ของกากมัน 
3.10 การผลิตเอทานอลจาก hydrolyzates ของกากมันสําปะหลังที่ผานการยอยโดยเอนไซม
รวมกับ PEG ที่น้ําหนักโมกุลและความเขมขนตางๆ โดยเชื้อยีสต S. cerevisiae L3109 ใน
กระบวนการหมักแบบ SHF 
 ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา
ทดสอบความสามารถในการยอยเพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส การทดลองทําในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร โดยทําการเติม PEG ขนาดนํ้าหลักโมเลกุลตางๆ ไดแก PEG1000, PEG2000, PEG4000 
และ PEG6000 ที่ความเขมขน 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500 และ 600 กรัมตอลิตร 
รวมกับเอนไซม cellulase: pullulanase: AMG ที่สัดสวน 1: 1: 1 โดยปริมาตร จากน้ันนําตัวอยางที่
ผานการยอยแลวไปแยกกากโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
ของเหลวที่ไดจากการยอย (hydrolysates) จะถูกวัดปริมาตรและวิเคราะหหาปริมาณของนํ้าตาล
รีดิวส และนําไปเตรียมเปนอาหารสําหรับการหมักเอทานอล โดยจะทําการเติม 2.5 กรัม yeast 
extract, 5 กรัม peptone, 1 กรัม KH2PO4, 0.3 กรัม MgSO4.7H2O และ and 2 กรัม NH4Cl ตอ
ปริมาตร 1 ลิตร จากน้ัน นําอาหารไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที และ
ทําการเติมหัวเช้ือยีสต S. cerevisiae L3109 ที่ 5% โดยปริมาตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในตูบมพรอมการเขยาที่ 200 รอบตอนาที ทําการเก็บตัวอยางเพ่ือนําไปวิเคราะหหารการ
เจริญของยีสต การลดลงของนํ้าตาลรีดิวสและการผลิตเอทานอล 
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3.11 การผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลังที่ผานหระบวนการยอยพรอมกับ PEG4000 ในถัง
หมักขนาด 5 ลิตร โดยกระบวนการหมักแบบ SHF  
ในการทดสอบ ปริมาณของกากมันแหงที่ความเขมขน 16 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรไดถูกนํามา
ยอยดวยเอนไซม cellulase: pullulanase: AMG ที่สัดสวน 1: 1: 1 โดยปริมาตรพรอมกับการเติม 
PEG4000 ที่ความเขมขน 150 กรัมตอลิตร เพ่ือการผลิตนํ้าตาลรีดิวส และนํา hydrolysates ที่ไดมา
เตรียมอาหารสําหรับการหมักโดยทําการเติม 2.5 กรัม yeast extract, 5 กรัม peptone, 1 กรัม 
KH2PO4, 0.3 กรัม MgSO4.7H2O และ and 2 กรัม NH4Cl ตอปริมาตร 1 ลิตร ในถังหมักขนาด 5 
ลิตร โดยเติมอาหารปริมาตร 3 ลิตรลงในถังหมักและนําไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 15 นาที และทําการเติมหัวเช้ือยีสต S. cerevisiae L3109 ที่ 5% โดยปริมาตร นําไปบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พรอมการกวนที่ 200 รอบตอนาที ทําการเก็บตัวอยางเพ่ือนําไปวิเคราะห
หารการเจริญของยีสต การลดลงของนํ้าตาล และการผลิตเอทานอล 
 
บทที่ 4 
ผลการศึกษา 
4.1 องค์ประกอบทางเคมีของกากมันส าปะหลังแห้ง 
องค์ประกอบของกากมันส าปะหลังแสดงดังในตารางท่ี 4.1 โดยพบว่ากากมันส าปะหลังมี
องค์ประกอบหลักเป็นคาร์โบไฮเดรต 74.27% (nitrogen-free extract) และมีองค์ประกอบอื่นๆ 
ได้แก่ โปรตีนหยาบ (crude protein) 2.15%, เถ้า (ash) 2.32%ม และไขมัน (fat) 0.16%, นอกจากนี้ 
เมื่อวิเคราะห์แบบ Detergent analysis พบว่ากากมันส าปะหลังมีองค์ประกอบของเยื่อใยหยาบ 
(crude fiber) 13.47%ม เยื่ อ ใยจากสารละลายท่ีเป็นกลาง  (Neutral detergent fiber; NDF) 
36.44%, เยื่อใยจากสารละลายท่ีเป็นกรด (Acid detergent fiber; ADF) 20.56%, ลิกนิน (acid 
detergent lignin; ADL) 2.82%, เซลลูโลส 17.73%, และเฮมิเซลลูโลส 15.88% ซึ่งองค์ประกอบ
ดังกล่าวอาจมีความแตกต่างกันจากสายพันธุ์มันส าปะหลัง ฤดูกาล สถานท่ีเพาะปลูก กระบวนการ
ผลิตและสภาวะท่ีใช้ และรวมถึงเทคโนโลยีท่ีใช้ในการผลิตของโรงงานแป้งมันส าปะหลัง (Pandey et 
al., 2000, Sriroth et al., 2000) จากรายงานการวิจัยของ Sriroth et al. (2000) รายงานว่ากากมัน
ส าปะหลังมีองค์ประกอบของแป้ง 68% และเส้นใย 27% โดยน้ าหนักแห้ง ซึ่งองค์ประกอบของกาก
มันส าปะหลังท่ีมีแป้งเป็นองค์ประกอบหลักนั้น ท าให้กากมันส าปะหลังสามารถใช้เป็นวัตถุดิบของ
อาหารคาร์บอนท่ีมีส่วนส าคัญต่อกระบวนการหมักและการกระบวนการผลิตสารทางชีวภาพ 
โดยเฉพาะการผลิตเอทานอล นอกจากนี้ ในกากมันส าปะหลัง มีปริมาณของไขมัน โปรตีนและเถ้า ใน
ปริมาณต่ า ท าให้ง่ายต่อกระบวนการเปล่ียนในทางชีวภาพ (bioconversion processes) และมี
ความส าคัญต่อกระบวนการหมักโดยเช้ือจุลลินทรีย์ (Pandey et al., 2000) 
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ตารางที่ 4.1 องค์ประกอบทางเคมีของกากมันส าปะหลังแห้ง 
องค์ประกอบ % โดยน  าหนัก 
I. Proximate analysis 
Crude protein 
 
2.15 
Moisture 7.63 
Ash 2.32 
Crude fiber (CF) 13.47 
Fat (Ether extract, EE) 0.16 
Carbohydrate (Nitrogen-free extract, NFE) 74.27 
II. Dietary fiber methods  
Neutral detergent fiber (NDF) 36.44 
Acid detergent fiber (ADF) 20.56 
Acid detergent lignin (ADL) 2.82 
Cellulose 17.73 
Hemicellulose 15.88 
 
4.2 การวิเคราะห์การย่อยด้วยเอนไซม์ 
 4.2.1 ความเข้มข้นของกากมันที่ เหมาะสมต่อการผลิตน  าตาลรีดิวส์ ด้วยเอนไซม์  
thermostable α-amylase และ AMG 
 การศึกษาการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ โดยท าการศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสม
ของปริมาณกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 4-24% โดยน้ าหนัก ผลการศึกษาแสดงในรูปท่ี 4.1 
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พบว่า ปริมาณของกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 4% จะให้ค่า yield ของปริมาณน้ าตาลรีดิวส์ต่อ
ปริมาณกากมันแห้งเริ่มต้นท่ีสูงสุด อยู่ท่ี 0.61 กรัมต่อกรัม และผลิตน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดท่ี 24.12 กรัม
ต่อลิตร และเมื่อเพิ่มปริมาณของกากมันส าปะหลังแห้งในกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์ พบว่าจะมีผล
ต่อการเพิ่มขึ้นของการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ โดยท่ีความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังท่ี 16% สามารถ
ผลิตน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 85.60 กรัมต่อลิตร ซึ่งสูงกว่า3.75 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับความเข้มข้นของ
น้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 4% อย่างไรก็ตาม เมื่อความเข้มข้นของ
กากมันส าปะหลังท่ีใช้ในการย่อยมีความเข้มข้นมากขึ้น ท่ี 20% และ 24% โดยน้ าหนัก จะมีผลต่อ
การเพิ่มขึ้นของความหนืดและท าให้การผสมและการกวนยากขึ้นท าการประสิทธิภาพของการย่อย
ลดลง 
 
 
รูปที่ 4.1  ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น4%, 8%, 
12%, 16%, 20% and 24% w/v โดยเอนไซม์ Termamyl SC และ AMG 300L 
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 การเพิ่มขึ้นของปริมาณน้ าตาลรีดิวส์จะเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มขึ้นของปริมาณของกากมัน
ส าปะหลังท่ีใช้ในการย่อย อย่างไรก็ตาม ท่ีความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นสูงนั้น มี
ผลท าให้ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้ลดต่ าลง ซึ่งอาจะเป็นผลผลมาจากการเกิดการยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซม์จากน้ าตาลท่ีผลิตได้ จากรายงานของ Kolusheva and Marinova (2007) สรุป
ได้ว่า ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสจะมีผลท าให้อัตราการย่อยแป้งของเอนไซม์ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญและมีผลยับย้ังการท างานของเอนไซม์ 
4.2.2 ผลของ CaCl2 ต่อประสิทธิภาพของการย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อการผลิตน  าตาลรีดิวส์
จากกากมันส าปะหลัง 
 ในการออกแบบการทดสอบ เอนไซม์ท่ีใช้ในการทดสอบถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ เอนไซม์
ในการย่อยแป้ง (amylolytic enzyme) ได้แก่ Termamyl SC, AMG 300L และ pullulanase และ
เอน ไ ซม์ ในก ารย่ อ ย เ ส้น ใย  (cellulolytic enzyme) ไ ด้ แก่   Cellic CTec2 , xylanase และ 
hemicellulose โดยท าการเปรียบเทียบการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ในสภาวะท่ีมีการเติม CaCl2 ปฏิกิริยา
ในการย่อย กับสภาวะท่ีไม่มีการเติม CaCl2  
 ในขั้นตอนแรกของการย่อยด้วยเอนไซม์ เอนไซม์สูตรเด่ียว ได้แก่ pullulanase, cellulase, 
xylanase และ hemicellulose จะถูกเติมลงไปในตัวอย่างกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 16% 
โดยน้ าหนัก และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้น ในขั้นตอนท่ีสอง 
ท าการเติมเอนไซม์ Termamyl SC และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
และขั้นตอนสุดท้าย เติมเอนไซม์ AMG 300L และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 
ช่ัวโมง จึงเสร็จขั้นตอนของการย่อย โดยผลของการศึกษาแสดงในรูปท่ี 4.2 และ 4.3 พบว่า ชุด
ตัวอย่างท่ีท าการเติมเอนไซม์ cellulase และเอนไซม์ cellulase + CaCl2 ให้ผลของการผลิตน้ าตาล
รีดิวส์สูงสุดท่ี 65.05 และ 69.53 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ นอกจากนี้ จากการทดลองพบว่าเอนไซม์ 
pullulanase มีผลส่งเสริมการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ในขั้นตอนแรกของการย่อยด้วยเอนไซม์ อย่างไรก็
ตาม เมื่อท าการเติมเอนไซม์ xylanase และ hemicellulose ในขั้นตอนแรกของการย่อย พบว่า
เอนไซม์ท้ังสองชนิด สามารถผลิตน้ าตาลรีดิวส์ได้ในปริมาณต่ า 
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 การเติมเอนไซม์ Termamyl SC ในขั้นตอนท่ีสอง มีผลอย่างมากต่อการเพิ่มข้ึนของการผลิต
น้ าตาลรีดิวส์ โดยเฉพาะในชุดตัวอย่างของ cellulase และ cellulase + CaCl2 และให้ความเข้มข้น
ของน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดอยู่ท่ี 80.65 และ 82.40 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
หลังจากเติมเอนไซม์ AMG 300L ในขั้นตอนสุดท้ายและบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง ปริมาณน้ าตาลรีดิวส์จะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในทุกชุดการทดลอง มีผลท าให้ความ
เข้มข้นสุดท้ายของน้ าตาลรีดิวส์มีความเข้มข้นท่ีใกล้คียงกันในทุกชุดการทดลอง วิธีท่ีใช้เอนไซม์ 
debranching ร่วมกับ Termamyl SC และ AMG 300L โดยในชุดตัวอย่างของ xylanase + CaCl2 
ให้ผลการผลิตน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดท่ี 0.70 ± 0.04 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลังแห้ง ดังแสดงในตาราง
ท่ี 4.5 อย่างไรก็ตาม ในชุดการทดลอง pullulanase + CaCl2 และ hemecellulase + CaCl2 แสดง
ให้เห็นว่าผลผลิตของน้ าตาลรีดิวส์ให้ค่า yield ท่ีสูงท่ี 0.68 ± 0.01 และ 0.67 ± 0.03 กรัมต่อกรัม
ของกากมันส าปะหลังแห้ง ตามล าดับ 
การเติม 2 mM CaCl2 ในปฏิกิริยาขิงการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์สามารถเพิ่มการ
ผลิตน้ าตาลรีดิวส์ได้เล็กน้อย โดยเฉพาะในขั้นตอนของการเติมเอนไซม์ AMG 300L แคลเซียมไอออน
จะมีผลในเชิงบวกต่อความสามารถในการทนต่ออุณหภูมิของเอนไซม์ท่ีใช้ส าหรับการย่อยแป้ง (Violet 
and Meunier., 1989 , Brown และ Kelly et al., 1995 และ Dong et al., 1997) นอกจากนี้  
Vengadgramana et al. (2012) รายงานว่าแคลเซียมไอออนช่วยเพิ่มเสถียรภาพของ α-amylase 
จาก Baccillus icheniformis ATCC 6346 
ส าหรับการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ ปัญหาหลักในการย่อยคือเม็ดแป้งท่ีติดอยู่
ภายในเซลล์จะถูกปกคลุมด้วยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในผนังเซลล์ ดังนั้นท้ังเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลสจึงยากต่อการย่อยสลาย และป้องกันไม่ให้แป้งสัมผัสกับเอนไซม์ อย่างไรก็ตามเอนไซม์ 
debranching มีบทบาทส าคัญในกระบวนการย่อยเพื่อท าลายโครงสร้างเส้นใยในผนังเซลล์ ดังนั้น
ประสิทธิภาพของการย่อยด้วยเอนไซม์ในขั้นตอนท่ีสองของ Termamyl SC และ AMG 300L จึง
ได้รับการส่งเสริม 
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รูปที่ 4.2  ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตจากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดย
น้ าหนัก ด้วยเอนไซม์ย่อยแป้ง ได้แก่ Termamyl SC, AMG 300L และ Promozyme 
D2 ร่วมกับการเติม/ไม่เติม 2 mM CaCl2 
Added 
Termamyl SC 
Added 
AMG 
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รูปที่ 4.3  ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตจากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดย
น้ าหนัก ด้วยเอนไซม์ย่อยเส้นใย ได้แก่ xylanase, hemicellulase และ cellulase 
ร่วมกับการท างานของเอนไซม์ Termamyl SC และ AMG 300L ร่วมกับการเติม/ไม่
เติม 2 mM CaCl2 
 
 
 
 
 
 
Added 
Termamyl SC 
Added 
AMG 
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ตารางที่ 4.2 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตจากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดยน้ าหนัก 
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ย่อยแป้งและเส้นใยร่วมกับการเติมและไม่เติม 2 mM CaCl2 
 ชุดการทดลอง 
ปริมาณของน  าตาลรีดิวส์ (ท่ี 9 h) 
(กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง) 
Am
yl
ol
yt
ic 
en
zy
m
e 
Control 0.01 ± 0.02 f 
Termamyl 0.31 ± 0.04 e 
Termamyl + CaCl2 0.33 ± 0.02 e 
AMG 0.58 ± 0.05 cd 
AMG+CaCl2 0.57 ± 0.01 d 
Termamyl + AMG 0.63 ± 0.00 bcd 
Termamyl + AMG + CaCl2 0.65 ± 0.02 abc 
Pullulanase 0.62 ± 0.02 bcd 
Pullulanase + CaCl2 0.68 ± 0.01 ab 
Ce
llu
lo
ly
tic
 e
nz
ym
e 
Xylanase 0.59 ± 0.01 cd 
Xylanase + CaCl2 0.70  ± 0.04 a 
Hemicellulase 0.59 ± 0.01 cd 
Hemicellulase + CaCl2 0.67 ± 0.03 ab 
Cellulase 0.60 ± 0.01 cd 
Cellulase + CaCl2 0.64 ± 0.01 abc 
Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly different 
(p<0.05, Duncan’s test). 
 
 4.2.3 ผลของเอนไซม์สูตรเด่ียวและเอนไซม์สูตรผสมต่อการผลิตน  าตาลรีดิวส์ 
ผลของเอนไซม์ xylanase, cellulase และ pullulanase ท้ังในสูตรเด่ียวและสูตรผสมได้ถูก
น ามาเปรียบเทียบ พบว่าสูตรเอนไซม์ผสมจะสามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการย่อยของเอนไซม์
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เพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์จากกากมันส าปะหลังได้เพิ่มมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดัง
แสดงในรูปท่ี 4.4 ในขั้นตอนแรกของการย่อยด้วยเอนไซม์  เอนไซม์สูตรผสมของ xylanase: 
cellulase: pullulanase สามารถผลิตน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดท่ี 77.51 กรัมต่อลิตร ส่วนในขั้นตอนท่ีสอง 
เมื่อท าการเติมเอนไซม์ Termamyl SC และบ่มท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 
เอนไซม์สูตรผสมของ xylanase + cellulase + pullulanase และ cellulase + pullulanase ให้
ปริมาณน้ าตาลรีดิวส์สูงสุดท่ี 88.526 กรัมต่อลิตร และ 87.673 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม 
เอนไซม์ชุดการทดลองของเอนไซม์ cellulase, pullulanase และ cellulase + pullulanase ก็ให้
ปริมาณของน้ าตาลรีดิวซ์ในปริมาณสูง หลังจากการเติมเอนไซม์ AMG 300L ในขั้นตอนสุดท้าย โดยมี
ความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 109.13 กรัมต่อลิตร 109.34 กรัมต่อลิตร และ 106.07 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 และตารางท่ี 4.6 และแนวโน้มของการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ในชุดการ
ทดลองของ xylanase + cellulase + pullulanase และ cellulase + pullulanase ใช้ใกล้เคียง
กัน จากทดสอบชุดการทดสอบของ cellulase + pullulanase ได้รับการคัดเลือกเพื่อใช้เป็นเอนไซม์
สูตผสมส าหรับการกากมันส าปะหลังเพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ เนื่องจากในชุดการทดลองนี้ใช้ชนิด
ของเอนไซม์ลดลง ( ไม่มี xylanase) นอกจากนี้  เอนไซม์  debranching มีผลในการช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการย่อย การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ Termamyl SC อาจเกิดจากปริมาณสาร
ต้ังต้นในกากมันมีปริมาณน้อยและมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีผลิตได้สูง ซึ่งเกิดจากการย่อยโดยเอนไซม์ 
debranching ในขั้นตอนแรกของการย่อยด้วยเอนไซม์ 
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รูปที่ 4.4 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดยน้ าหนัก ท่ี
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์สูตรเด่ียวและสูตรผสมในขั้นตอนแรก และตามด้วยเอนไซม์ 
Termamyl SC และ AMG 300L 
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ตารางที่ 4.3 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดย
น้ าหนัก ท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ สูตรเด่ียวและสูตรผสมในขั้นตอนแรก และตามด้วยเอนไซม์ 
Termamyl SC และ AMG 300L 
ชุดการทดสอบ 
ค่า yield ของน  าตาลรีดิวส์ (ท่ี 9 h) 
(กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง) 
Control (No enzyme) 0.01 ± 0.00 d 
Xylanase 0.59 ± 0.01 ab 
Cellulase 0.61 ± 0.04 a 
Pullulanase 0.62 ± 0.01 a 
Xylanase + Cellulase 0.56 ± 0.00 bc 
Xylanase + Pullulanase 0.53 ± 0.02 ac 
Cellulase + Pullulanase 0.60 ± 0.01 ab 
Xylanase + Cellulase + Pullulanase 0.59 ± 0.03 ab 
Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly 
different (p<0.05, Duncan’s test). 
 
4.3 การปรับปรุงขั นตอนการเติมเอนไซม์เพื่อการผลิตน  าตาลรีดิวส์จากกากมันส าปะหลัง 
 ในการทดลองครั้งนี้ เอนไซม์ Termamyl SC ได้ถูกน าออกจากระบบการย่อยด้วยเอนไซม์
เพื่อลดขั้นตอนการย่อยกากมันส าปะหลังลง สามารถลดเวลาและปริมาณของเอนไซม์ท่ีใช้ใน
กระบวนการย่อยกากมันส าปะหลัง  ประสิทธิภาพของการย่อยของเอนไซม์ cellulase และ 
pullulanase ท้ังในการย่อยแบบขั้นตอนเดียวและการย่อยแบบสองขั้นตอนร่วมกับการเติมเอนไซม์ 
AMG 300L ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 ในการย่อยแบบสองขั้นตอน ในชุดการทดลองของ Cel + AMG และ 
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Cel / Pul + AMG โดยในชุดการทดลองของ Cel + AMG เอนไซม์ cellulase ถูกเติมลงในกากมัน
ส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% ในขั้นตอนแรกของการย่อยและบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นจึงเติม AMG 300L ลงในปฏิกิริยาการย่อยในขั้นตอนถัดมาและบ่มนาน 3 
ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ส่วนในชุดการทดลองของ Cel / Pul + AMG เอนไซม์ cellulase 
และ pullulanase ถูกเพิ่มในขั้นตอนแรกของการย่อยและบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
3 ช่ัวโมง หลังจากนั้น AMG 300L จะถูกเติมเข้าไปในปฏิกิริยาและบ่มนาน 3 ช่ัวโมงท่ี 60 องศา
เซลเซียส การผลิตน้ าตาลรีดิวส์แสดงในรูปท่ี 4.5 ในการเติมเอนไซม์แบบขั้นตอนเดียว นอกจากนี้ ใน
ชุดการทดลองท่ีท าการเติมเอนไซม์แบบขั้นตอนเดียว ได้แก่ ชุดการทดลอง AMG, ชุดการทดลอง Cel 
/ AMG และชุดการทดลอง Cel / Pul / AMG จะท าการเติมเอนไซม์ท้ังหมดท่ีใช้การชุดการทดลองใน
ขั้นตอนแรกของการย่อยและบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง การผลิตน้ าตาล
รีดิวส์ของการย่อยแบบขั้นตอนเดียวหรือสองขั้นตอน พบว่าสามารถผลิตน้ าตาลรีดิวส์ในปริมาณเกือบ
เท่ากัน โดยมีความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 87.8-99.7 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้ผลผลิตของน้ าตาล
รีดิวส์ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ยกเว้นในสูตรควบคุมและสูตร AMG ดังแสดงในตารางท่ี 
4.7 จากผลการทดลองนี้ ช้ีให้เห็นว่าการเพิ่มเอนไซม์แบบขั้นตอนเดียวมีความเหมาะสมส าหรับการ
ย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ 
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รูปที่ 4.5 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดยน้ าหนัก ท่ี
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์แบบข้ันตอนเดียวหรือแบบสองขั้นตอนของการเติมเอนไซม์  
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ตาราง 4.4 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดยน้ าหนัก 
ท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์แบบข้ันตอนเดียวหรือแบบสองขั้นตอนของการเติมเอนไซม์  
ชุดการทดลอง 
ค่า yield ของน  าตาลรีดิวส์ (ท่ี 9 h) 
(กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง) 
Control 0.01 ± 0.00 c 
AMG 0.55 ± 0.05 b 
Cel+AMG 0.59 ± 0.00 ab 
Cel/AMG 0.58 ± 0.03 ab 
Cel/Pul+AMG 0.62 ± 0.02 ab 
Cel/Pul/AMG 0.62 ± 0.02 a 
Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly 
different (p<0.05, Duncan’s test). 
 
4.4 การปรับปรุงการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์โดยการเติม PEG 
 ผลของการเติม PEG เข้าไปในระบบของการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ต่อ
การผลิตน้ าตาลรีดิวส์ได้ถูกท าการศึกษา โดยผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.6 พบว่า PEG ท่ีมีขนาด
น้ าหนักโมเลกุลต่ า ได้แก่ PEG200 และ PEG400 มีผลขัดขวางการท างานของเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อย
กากมันส าปะหลัง เป็นผลท าให้การผลิตน้ าตาลรีดิวส์ลดลง และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ PEG200 
และ PEG400 มีผลท าให้เกิดการขัดขวางการย่อยสูงมากขึ้น ท้ังนี้อาจจะเป็นเพราะโมเลกุลท่ีมีขนาด
เล็กของ PEG มีการจับท่ีไม่ก่อให้เกิดการย่อย หรืออาจจะไปขัดขวางการจับระหว่างเอนไซม์กับสาร
ซับสเตรต ท าให้เกิดอุปสรรคต่อการย่อยกากมันส าปะหลัง อย่างไรก็ตาม ในชุดทดสอบท่ีใช้ PEGท่ีมี
ขนาดโมเลกุลขนาดใหญ่มากขึ้น ได้แก่ PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ให้ผลเชิง
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บวกต่อการเพิ่มขึ้นของการย่อยของกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ โดยท่ีความเข้มข้นท่ีให้ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวส์สูงสุดคือ 200 กรัมต่อลิตรของ PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ซึ่งมีความเข้มข้น
ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 143.079 กรัมต่อลิตร , 141.970 กรัมต่อลิตร และ 135.759 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ และให้ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ี 0.87 ± 0.04 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง, 0.88 ± 
0.01 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง และ 0.86 ± 0.02 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง ตามล าดับ ดัง
แสดงในตารางท่ี 4.8 เมื่อความเข้มข้นของ PEG ท่ีเพิ่มสูงขึ้นท่ีความเข้มข้น 400 กรัมต่อลิตร ,        
500 กรัมต่อลิตรและ 600 กรัมต่อลิตร จะมีผลท าให้ประสิทธิภาพของการย่อยลดลง นอกจากนี้  
ความเข้มข้นสูงของ PEG ท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ มีผลต่อความหนืดท่ีเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งท าให้เกิดความยาก
ในการผสม 
สารลดแรงตึงผิวท่ีใช้ในการเพิ่มความสามารถในการย่อยของเอนไซม์ในการย่อยลิกโน
เซลลูโลส โดยส่วนใหญ่จะใช้สารท่ีเป็นสารในกลุ่มท่ีมีโพลีเอธิลีนออกไซด์ (polyethylene oxide) 
เป็นส่วนประกอบ ซึ่งมีคุณสมบัติท่ีสามารถละลายน้ าได้ (Kaar and Holtzapple, 1998; Ballesteros 
et al., 1998; Eriksson et al., 2002; Börjesson et al. , 2007a; Börjesson et al., 2007b) โ ด ย
พบว่า PEG เป็นสารท่ีมีประสิทธิภาพในการเพิ่มความสามารถของเอนไซม์ในการย่อยเซลลูโลสและ
เพิ่มความเข้มข้นของ endoglucanase ท่ีเป็นอิสระ หลังจากการย่อยของฟางข้าวสาลีท่ีผ่าน
กระบวนการ pretreat (Kristensen, 2007) นอกจากนี้ PEG ยังช่วยป้องกันการใช้งานของเอนไซม์
และท าให้พื้นผิวสามารถทนต่อการดูดซับโปรตีน (Malmsten et al., 1998; Jeon et al., 1991) 
จากรายงานของ Börjesson et al. (2007b) อธิบายว่าการเพิ่มขึ้นของความสามารถในการย่อยของ
เอนไซม์เม่ือมีการเติม PEG จะเกี่ยวข้องกับความยาวของ ethylene oxide ซึ่งอาจจะมีผลต่อ: (i) เมื่อ
ความยาวของ ethylene oxide เพิ่มข้ึนพอลิเมอร์ท าให้ความสามารถในการจับกับลิกนินเพิ่มมากขึ้น 
(ii) เมื่อ PEG ถูกดูดซับบนพื้นผิวของ substrate, สายยาวของ ethylene oxide จะขยายออกมาจาก
พื้นผิวปกคลุมลิกนินไว้ ซึ่งจะมีผลท าให้เอนไซม์ไม่ถูกดูดซับ และท าให้เอนไซม์ออกอยู่ในสารละลาย
และท างานได้มากขึ้นเพื่อการย่อยเซลลูโลส ปริมาณท่ีใช้จะมีผลต่อความยาวของสายพอลิเมอร์ 
(Malmsten et al., 1998) การดูดซับของเอนไซม์บนพื้นผิวของ substrate จะลดลงอย่างมากเมื่อมี
การเติม PEG คล้ายกับผลของผลของสารลดแรงตึงผึว (surfactants) (Eriksson et al., 2002) 
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รูปที่  4.6 ผลของการ เ ติ ม  PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ 
PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 100-600 กรัมต่อลิตร ในการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความ
เข้มข้น  16% เพื่ อการผลิตน้ าตาลรี ดิว ส์ ด้ วย เอนไซม์ สูตรผสมของ  cellulase: 
pullulanase: AMG ท่ีสัดส่วน 1: 1: 1 (% โดยปริมาตร) 
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ตารางที่ 4.5 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16% โดย
น้ าหนัก ท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ท่ีมีการเติม PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, 
PEG4000 และ PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 100-600 กรัมต่อลิตร 
ชุดการ
ทดลอง 
ความ
เข้มข้น 
(g/L) 
Yield 
(g/g CP) 
ชุดการทดลอง 
ความ
เข้มข้น 
(g/L) 
Yield 
(g/g CP) 
Control 0 0.37 ± 0.01 i    
PEG200 100 0.13 ± 0.00 m PEG2000 100 0.64 ± 0.01 c 
200 0.06 ± 0.01 nop  200 0.87 ± 0.04 a 
300 0.03 ± 0.01 opq  300 0.60 ± 0.01  d 
400 0.03 ± 0.01 pq  400 0.06 ± 0.01  nop 
500 0.02 ± 0.00 q  500 0.04 ± 0.01 nopq 
600 0.01 ± 0.00 q  600 0.03 ± 0.01 pq 
PEG400 100 0.18 ± 0.01 k PEG4000 100 0.75 ± 0.00 b 
 200 0.22 ± 0.02 j  200 0.88 ± 0.01 a 
 300 0.16 ± 0.02 kl  300 0.57 ± 0.01 e 
 400 0.06 ± 0.00 nop  400 0.07 ± 0.01 n 
 500 0.01 ± 0.01 q  500 0.04 ± 0.00 nopq 
 600 0.01 ± 0.00 q  600 0.03 ± 0.00 opq 
PEG600 100 0.36 ± 0.00 i PEG6000 100 0.72 ± 0.04 b 
 200 0.49 ±0.01 g  200 0.86 ± 0.02 a 
 300 0.43 ±0.01 h  300 0.56 ± 0.02 e 
 400 0.14 ±0.02 lm  400 0.07 ± 0.01 no 
 500 0.02 ±0.01 q  500 0.04 ± 0.01 nopq 
 600 0.02 ±0.00 q  600 0.03 ± 0.00 pq 
PEG1000 100 0.42 ± 0.01 h    
 200 0.65 ± 0.03 c    
 300 0.53 ± 0.02 f    
 400 0.06 ± 0.01 nop    
 500 0.02 ± 0.00 q    
 600 0.01 ± 0.00 q    
Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly 
different (p<0.05, Duncan’s test). 
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4.5 การหาชนิดและความเข้มข้นที่เหมาะสมของ PEG ต่อการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ 
จากผลการทดลองก่อนหน้า พบว่าความเข้มข้นของ PEG ท่ี 400-600 กรัมต่อลิตร ไม่มีผลต่อ
การเพิ่มประสิทธิภาพของการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์เพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ ในการ
ทดสอบหาความชนิดและเข้มข้นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมส าหรับการย่อยกากมันส าปะหลังด้วย
เอนไซม์ PEG ท่ีมีขนาดโมเลกุลและความเข้มข้นต่างๆ ระหว่าง 50-350 กรัมต่อลิตร ได้ถูกน ามา
ทดสอบเพื่อให้ช่วงของการทดสอบมีกระจ่างมากขึ้น ดังแสดงรูปท่ี 4.8 พบว่า PEG200 และ PEG400 
มีผลต่อการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ในการย่อยกากมันส าปะหลังเพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ ความ
เข้มข้นของ PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ท่ี 100-250 กรัมต่อลิตร ส่งผลต่อการเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการย่อยและให้ผลผลิตของน้ าตาลรีดิวส์สูงโดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีความเข้มข้น        
150 กรัมต่อลิตรของ PEG4000 ดังแสดงในตารางท่ี 3.9 
อย่างไรก็ตาม ความสามารถในการย่อยของเอนไซม์จะเพิ่มขึ้น เมื่อความยาวของสายไฮดรอก
ซีเอทิลีนออกเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะเมื่อใช้ PEG 4000 และ PEG6000 ตัวลดแรงตึงผิวถูกเปล่ียนเป็นเอธิลี
นออกไซด์พอลิเมอร์โดยมีหมู่ alkyl ท่ียึดติดอยู่ การดูดซับของเอนไซม์ cellulase ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญ เมื่อเพิ่มสารลดแรงตึงและมีแนวโน้มของการดูดซับลดลง เมื่อความยาวของสายเอธิลีน  
ออกไซด์เพิ่มขึ้น (Börjesson et al., 2007b) 
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รูปที่  4.7 ผลของการ เ ติม  PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ 
PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 50-350 กรัมต่อลิตร ในการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความ
เข้มข้น 16% w/v เพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ โดยเอนไซม์สูตรผสมของ  cellulase: 
pullulanase: AMG ท่ีสัดส่วน of 1: 1: 1 (% v/v) 
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ตารางที่ 4.6 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากการย่อยกากมัยส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16%
ด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ 
PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 50-350 กรัมต่อลิตร 
ชนิดของ  
PEG 
ความเข้มข้น 
(g/L) 
     ค่า Yield 
     (g/g CP) 
ชนิดของ  
PEG 
ความเข้มข้น 
(g/L) 
     ค่า Yield 
   (g/g CP) 
Control 0 0.31 ± 0.01 lmn    
PEG200 50 0.17 ± 0.00 rst PEG2000 50 0.38 ± 0.00 k 
100 0.11 ± 0.00 u 100 0.56 ± 0.02 efg 
150 0.08 ± 0.01 uv 150 0.73 ± 0.01  c 
200 0.06 ± 0.01 vw 200 0.79 ± 0.03  ab 
250 0.03 ± 0.00 w 250 0.77 ± 0.02 abc 
300 0.02 ± 0.00 w 300 0.57 ± 0.02 ef 
350 0.01 ± 0.00 w 350 0.23 ± 0.01 pq 
PEG400 50 0.19 ± 0.02 qrst PEG4000 50 0.51 ± 0.01 i 
100 0.17 ± 0.00 st 100 0.67 ± 0.05 d 
150 0.17 ± 0.00 rst 150 0.82 ± 0.02 a 
200 0.18 ± 0.00 qrst 200 0.80 ± 0.09 ab 
250 0.18 ± 0.01 qrst 250 0.75 ± 0.02 bc 
300 0.16 ± 0.00 t 300 0.53 ± 0.01 fgi 
350 0.11 ± 0.00 u 350 0.28 ± 0.01 no 
PEG600 50 0.24 ± 0.00 op PEG6000 50 0.52 ± 0.02 gi 
100 0.24 ± 0.01 op 100 0.73 ± 0.01 c 
150 0.30 ± 0.01 mn 150 0.76 ± 0.02 bc 
200 0.35 ± 0.01 kl 200 0.77 ± 0.02 abc 
250 0.38 ± 0.02 k 250 0.76 ± 0.02 bc 
300 0.34 ± 0.01 klm 300 0.53 ± 0.02 fgi 
350 0.22 ± 0.00 pqr 350 0.34 ± 0.07 klm 
PEG1000 50 0.32 ± 0.00 lmn    
100 0.36 ± 0.01 kl   
150 0.49 ± 0.00 ij   
200 0.59 ± 0.02 e   
250 0.59 ± 0.00 e   
300 0.46 ± 0.01 j   
350 0.21 ± 0.01 pqrs   
Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly 
different (p<0.05, Duncan’s test). 
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4.6 การผลิตเอทานอลจากกากมันส าปะหลังที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG ท่ี
น  าหนักโมเลกุลแลความเข้มข้นต่างๆ โดยเชื อยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในกระบวนการหมัก
แบบ SHF 
ในขั้นตอนแรกของกระบวนการหมักแบบ SHF จะท าการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ 
เพื่อการผลิตน้ าตาลรีดิวส์ ในการย่อยด้วยเอนไซม์จะท าการเติม PEG ท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลสูง ได้แก่ 
PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 50-350 กรัมต่อลิตร  ของเหลวที่ได้
จากการย่อย (hydrolysates) จะถูกแยกออกจากกากของแข็งท่ีเหลือจากการย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อใช้
ในการเตรียมน้ าหมัก โดยท าการเติมสารอาหารพื้นฐานและนึ่งฆ่าเช้ือ ผลผลิตน้ าตาลรีดิวส์ของ
ขั้นตอนการย่อยแสดงในตารางท่ี 4.10 พบว่ามีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูง เมื่อเติม PEG4000 ท่ีความ
เข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร ในปฏิกิริยาการย่อยด้วยเอนไซม์ 
ในขั้นตอนการหมัก ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้นจะมีความแตกต่างกันตามประสิทธิภาพของ
การย่อยได้ในแต่ละชุดการทดลอง ขั้นตอนการหมักได้ด าเนินการต่อไปอีกเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง และผล
การตรวจสอบกระบวนการ SHF แสดงในรูปท่ี 4.8 ถึงรูปท่ี 4.19 กราฟแสดงการเติบโตของเซลล์และ
แนวโน้มของการผลิตเอทานอล รวมท้ังการบริโภคน้ าตาลรีดิวส์ของเช้ือยีสต์ รูปแบบของข้อมูลในแต่
ละชุดการทดลองมีแนวโน้มความคล้ายคลึงกันในแต่ละชุดการทดลอง นอกเหนือจากความเข้มข้นของ
เอทานอลขั้นสุดท้ายท่ีมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นก่อนการหมัก คือ ความ
เข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นสูงจะใหค้วามเข้มข้นของเอทานอลขั้นสุดท้ายและการเติบโตของเซลล์ท่ีสูง 
จากผลการทดลองท่ีได้ ในขั้นตอนของการย่อย พบว่าผลลัพธ์ท่ีดีท่ีสุดในแง่ของการผลิต
น้ าตาลรีดิวส์จะให้ผลผลิตท่ี 0.81, 0.79 และ 0.80 กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง โดยการเติม 
200 กรัมต่อลิตรของ PEG 6000, 150 กรัมต่อลิตรของ  PEG 6000 และ 150 กรัมต่อลิตรของ 
PEG4000 ตามล าดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.10 ส่วนในขั้นตอนการหมัก ผลลัพธ์ท่ีได้จากการผลิตเอ
ทานอลเท่ากับ 0.211 กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง ในชุดการทดลองท่ีท าการเติม 150 กรัม
ต่อลิตรของ PEG 6000 และให้ค่าท่ี 0.203 กรัมต่อกรัมของกากมันส าปะหลังแห้ง ในชุดการทดลองท่ี
ท าการเติม 150 กรัมต่อลิตร PEG 4000 ดังแสดงในตารางท่ี 4.11 ประสิทธิภาพของการผลิตเอทา
นอลเท่ากับ 1.76 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมงแรกของการหมักในชุดการทดลองท่ีท าการ
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เติม PEG 6000 ท่ีความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร และท่ี 1.71 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมงในชุดการทดลอง
ท่ีท าการเติม PEG 4000 ความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร 
จากรายงานของ Apiwatanapiwat et al. (2013) การผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูงจาก CP 
โดยเช้ือ Kluyveromyces marxianus TISTR 5925 ในกระบวนการ SHF มีความเข้มข้นของเอทา
นอลสูงสุดท่ี 5.0% w/v ท่ี 42 องศาเซลเซียส หลังจากท าการหมักเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ด้วยกากมัน
ส าปะหลังแห้งท่ีความเข้มข้น 20% w/v และให้ประสิทธิภาพของการผลิตเอทานอลเท่ากับ 2.8 กรัม
ต่อลิตรต่อช่ัวโมง ท่ีเวลา 5 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ 4.7 ค่า yield ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 16%
ด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG200, PEG400, PEG600, PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ 
PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 50-350 กรัมต่อลิตร ในกระบวนการหมักแบบ SHF 
ชนิดของ 
PEG 
ความ
เข้มข้น 
(g/L) 
ค่า yield ของน  าตาล 
(g/g กากมัน) 
 
ชนิดของ 
PEG 
ความ
เข้มข้น 
(g/L) 
ค่า yield ของน  าตาล
(g/g กากมัน) 
Control 0 0.32 ± 0.03 lm        
PEG1000 50 0.26 ± 0.00 mn  PEG4000 50 0.50 ± 0.00 ij 
 100 0.33 ± 0.02 l   100 0.68 ± 0.02 de 
 150 0.47 ± 0.02 j   150 0.80 ± 0.03 ab 
 200 0.52 ± 0.02 hij   200 0.75 ± 0.00 bc 
 250 0.58 ± 0.02 fg   250 0.67 ± 0.01 de 
 300 0.40 ± 0.01 k   300 0.47 ± 0.01 j 
 350 0.21 ± 0.03 n   350 0.21 ± 0.00 n 
PEG2000 50 0.35 ± 0.04 kl  PEG6000 50 0.49 ± 0.00 ij 
 100 0.47 ± 0.02 j   100 0.65 ± 0.03 de 
 150 0.52 ± 0.02 hij   150 0.79 ± 0.03 ab 
 200 0.64 ± 0.06 ef   200 0.81 ± 0.06 a 
 250 0.70 ± 0.02 cd   250 0.66 ± 0.03 de 
 300 0.56 ± 0.00 gh   300 0.55 ± 0.05 ghi 
 350 0.23 ± 0.03 n   350 0.26 ± 0.01 n 
Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly different 
(p<0.05, Duncan’s test) 
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ตารางที่ 4.8 ค่า yield ของเอทานอลท่ีผลิตได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 16% 
w/v ด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 
50-350 กรัมต่อลิตร ในกระบวนการหมักแบบ SHF 
ชนิดของ 
PEG 
ความ
เข้มข้น 
(g/L) 
ค่า yield เอทานอล 
(g/g CP) 
 
ชนิดของ 
PEG 
ความ
เข้มข้น 
(g/L) 
ค่า yield เอทานอล 
(g/g CP) 
Control 50 0.084 ± 0.004 m        
PEG1000 100 0.074 ± 0.004 n  PEG4000 50 0.138 ± 0.003 fg 
 150 0.097 ± 0.003 l   100 0.175 ± 0.002 e 
 200 0.118 ± 0.001 i   150 0.203 ± 0.001 b 
 250 0.139 ± 0.000 fg   200 0.190 ± 0.002 c 
 300 0.141 ± 0.003 f   250 0.183 ± 0.003 d 
 350 0.102 ± 0.002 kl   300 0.111 ± 0.000 j 
 50 0.039 ± 0.003 p   350 0.0524 ± 0.003 o 
PEG2000 100 0.104 ± 0.002 k  PEG6000 50 0.128 ± 0.002 h 
 150 0.143 ± 0.003 f   100 0.186 ± 0.003 cd 
 200 0.175 ± 0.001 e   150 0.211 ± 0.003 a 
 250 0.189 ± 0.001 c   200 0.205 ± 0.002 b 
 300 0.188 ± 0.002 cd   250 0.177 ± 0.002 e 
 350 0.134 ± 0.001 g   300 0.181 ± 0.002 j 
 50 0.0444 ± 0.003 p   350 0.198 ± 0.000 o 
Means (n=2) from same column followed by ± standard deviation and different letter are significantly different 
(p<0.05, Duncan’s test). 
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รูปที่ 4.8 การเจริญของยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ี
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG1000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.9 การเจริญของยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ี
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG2000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.10 การเจริญของยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ี
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.11 การเจริญของยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ี
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.12 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ในอาหารเหลวที่เตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG1000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
 
55 
 
 
รูปที่ 4.13 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ในอาหารเหลวที่เตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG2000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.14 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ในอาหารเหลวที่เตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.15 ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ในอาหารเหลวที่เตรียมจากกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.16 การผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมัน
ส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG1000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 
กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.17 การผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมัน
ส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG2000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 
กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.18 การผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมัน
ส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 
กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.19 การผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ในอาหารเหลวท่ีเตรียมจากกากมัน
ส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG6000 ท่ีความเข้มข้น 0 - 350 
กรัมต่อลิตร 
 
4.8 การผลิตเอทานอลในถังหมักขนาด 5 ลิตรด้วยกระบวนการหมักแบบ SHF ของกากมัน
ส าปะหลังที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000  
ในกระบวนการ SHF ในขั้นตอนแรก กากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นที่ 16% w/v จะถูกย่อย
ด้วยเอนไซม์สูตรผสมของ cellulase : pullulanase : AMG ท่ีอัตราส่วน 1: 1: 1 (% v/v) ร่วมกับ
การเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร ปริมาณของน้ าตาลรีดิวส์ การเจริญและการผลิต
เอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 จะถูกท าการวิเคราะห์ในระหว่างกระบวนการหมักใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร จากผลการทดลอง พบว่า การผลิตเอทานอลมีความเข้มข้นสูงสุดท่ี 51.78 กรัม
ต่อลิตร ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมงหลังเริ่มการหมัก ความเข้มข้นของเอทานอลเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วเนื่องจากมี
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ความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีใช้เป็นวัตถุดิบส าหรับจุลินทรีย์ในช่วง 12 ช่ัวโมงแรกของการหมัก และ
เริ่มหยุดนิ่งหลังการหมักผ่านไปเป็นเวลา 18 ชม. อัตราการเจริญของเซลล์ยีสต์และอัตราการผลิตเอ
ทานอลสอดคล้องกับการใช้สารต้ังต้น (น้ าตาลรีดิวส์) ดังแสดงในรูปท่ี 4.20 
จากผลการทดลองในกระบวนการหมักแบบ SHF ในถังหมักขนาด 5 ลิตร พบว่าค่า yield 
ของน้ าตาลรีดิวส์ท่ีผลิตได้ในขั้นตอนของการย่อยอยู่ท่ี 0.71 ± 0.03 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลังแห้ง 
โดยการเติม 150 กรัมต่อลิตรของ PEG4000 และในขั้นตอนการหมัก ค่า yield ของเอทานอลท่ีได้
เท่ากับ 0.32 ± 0.00 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลังแห้ง และให้ค่าของประสิทธิภาพของการผลิตเอทา
นอลเท่ากับ 3.4 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง (ท่ี 6 ช่ัวโมงถึง 18 ช่ัวโมงในรระหว่างการหมัก) นอกจากนี้ ยัง
สามารถผลิตเอทานอลได้ท่ีความเข้มข้น 51.78 ± 0.12 กรัม ต่อลิตร จากผลการทดลอง สามารถสรุป
ได้ว่ากระบวนการเปล่ียนกากมันส าปะหลังด้วยกระบวนการทางชีวภาพเพื่อการผลิตเอทานอลเป็นไป
อย่างมีประสิทธิภาพและในกระบวนการนี้ สามารถลดกระบวนการในการ pre-treatment และ
กระบวนการ detoxification อีกด้วย 
ในการศึกษาก่อนหน้านี้เกี่ยวกับการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ พบว่า โดยส่วนมาก 
การผลิตเอทานอลมักจะท าท่ีความเข้มข้นของสารต้ังต้นต่ า (น้อยกว่า 10%) ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการ
ปรับปรุงกระบวนการไฮโดรไลซิสและเพิ่มประสิทธิภาพการหมัก แต่จะเพิ่มความยากล าบากในการ
ประยุกต์ใช้ในเชิงอุตสาหกรรม ในรายงานของ Rattanachomsri et al. (2009) สามารถผลิตเอทา
นอลสูงสุดท่ี 14.3 กรัมต่อลิตรจากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้นท่ี 4% w/v ในท านองเดียวกัน 
Akaracharanya et al. (2011) รายงานว่าความเข้มข้นเอทานอลสูงสุดท่ีสามารถผลิตได้อยู่ท่ี 11.9 
กรัมต่อลิตรจากกากมันส าปะหลังท่ีความเข้มข้น 3% w/v ท้ังนี้ ประสิทธิภาพของการหมักลดลงอย่าง
มีนัยส าคัญเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกากมันส าปะหลัง ใน การศึกษาโดย Kosugi et al. (2009) 
ช้ีให้เห็นว่าการผลิตเอทานอลโดยการหมักด้วยยีสต์ท่ีได้รับการตัดต่อพันธุกรรมของผนังเซลล์ให้มี
เอนไซม์ glucoamylase พบว่าสามารถหมักกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการ pre-treatment ท่ีความ
เข้มข้น 30% w/v และมีการผลิตเอทานอลสูงถึง 42.1 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.20 การเจริญ การใช้น้ าตาลรีดิวส์ และผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ S. cerevisiae L3109 ใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตร ในกระบวนการหมักแบบ SHF ของกากมันส าปะหลังท่ีผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์ร่วมกับการเติม PEG4000 ท่ีความเข้มข้น 150 กรัมต่อลิตร  
  
บทที่ 5 
สรุปผลการศึกษา 
องคประกอบทางเคมีของกากมันสําปะหลัง ประกอบดวยคารโบไฮเดรต (NFE) 74.27% 
โปรตีน 2.15% เถา 2.32% ไขมัน 0.16% และเสนใยดิบ 13.47% ในการยอยกากมันสําปะหลังดวย
เอนไซม จะใหผลผลิตของน้ําตาลรีดิวสสูงสุดท่ี 0.61 กรัมตอกรัมของกากมันสําปะหลังแหงจากการ
ยอยกากมันสําปะหลังท่ีความเขมขน 4% w/v ความเขมขนของการน้ําตาลรีดิวสจะเพิ่มข้ึน เมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของกากมันสําปะหลังในปฏิกิริยาของการยอย เมื่อพิจารณาถึงประสิทธิภาพการยอยและ
เวลาท่ีใชในการยอย พบวาความเขมขนของกากมันสําปะหลังท่ี 16% w/v ไดรับเลือกเปนความ
เขมขนของสารต้ังตนท่ีเหมาะสมสําหรับข้ันตอนการยอยและการหมัก 
เอนไซมสูตรผสมของ AMG, cellulase และ pullulanase ในอัตราสวน 1: 1: 1 (% v/v) 
แสดงใหเห็นถึงการผลิตน้ําตาลรีดิวสท่ีดีท่ีสุด การเติมแคลเซียมไอออนมีผลตอการยอยดวยเอนไซม 
AMG เพียงเล็กนอย และไมมีผลตอการยอยกากมันสําปะหลังของเอนไซม  xylanase และ 
hemicellulase 
PEG ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง ไดแก PEG1000, PEG2000, PEG4000 และ PEG6000 มีผลใน
เชิงบวกตอการเพิ่มประสิทธิภาพของการยอยกากมันสําปะหลัง โดย PEG2000, PEG4000 และ 
PEG6000 ท่ีความเขมขนของ 100-250 กรัมตอลิตร มีสวนชวยเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซใน
กระบวนการยอย 
การผลิตเอทานอลมีความสัมพันธกับปริมาณน้ําตาลรีดิวสเริ่มตนในข้ันตอนแรกใน
กระบวนการหมักแบบ SHF คือท่ีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนสูง ก็จะใหผลของการผลิตเอทานอล
สูงเชนกัน เชนเดียวกับการเจริญของเซลล ในกระบวนการหมักแบบ SHF ในถังหมักขนาด 5 ลิตร การ
ผลิตเอทานอลมีคาเทากับ 51.78 ± 0.12 กรัมตอลิตร ซึ่งช้ีใหเห็นวา กระบวนการการเปล่ียนกากมัน
สําปะหลังดวยกระบวนการทางชีวภาพไปเปนเอทานอลสามารถเกิดไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยไม
ตองผานกระบวนการ pre-treatment และกระบวนการ detoxification  
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